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OZET

Bu caligmada bazi makrofunguslarin 3-hidroksi-3-metil-glutaril Ko A rediiktaz
inhibitorii (lovastatin) iiretimi taranmistir. Taranan 136 izolattan 6 tanesinin lovastatin
iirettigi belirlenmistir. Lovastatin iirettigi belirlenen izolatlar arasindan en yliksek
tiretime sahip izolatlar (OBCC 2002 ve Pleurotus ostreatus OBCC 1031) secilerek
lovastatin liretiminin optimizasyonlar1 yapilmistir.

Pleurotus ostreatus OBCC 1031 ve OBCC 2002 izolatlarindan lovastatin tiretimi
icin kat1 faz ve derin kiiltiir fermentasyonlarinda Plackett-Burman istatiksel tasarimi ile
lovastatin iiretiminde en etkin bilesen/kosullar secilerek cevap yiizey metoduyla 6nemli
parametrelerin seviyelerinin optimizasyonu yapilmistir. Bu ¢alismada Plackett-Burman
deney tasarimi analizi sonucunda kat1 faz fermentasyonunda lovastatin {iretimini artirici
yonde etkileyen en etkili bilesenlerin OBCC 2002 izolat1 igin arpa, partikiil boyutu;
OBCC 1031 izolat1 i¢in ise arpa, yeast ekstrakt ve partikiil boyutu oldugu belirlenmistir.
Derin kiiltiir fermentasyonunda ise OBCC 2002 izolat1 i¢in glikoz, pepton, karistirma
hizi, NaCl ve tiamin, OBCC 1031 izolatinin da glikoz, yeast ekstrakt ve karistirma hizi
oldugu belirlenmistir. En etkili bulunan besiyeri bilesen ve kosullar1 OBCC 2002
izolatinin full faktoriyel deney tasarimiyla optimize edilen kati faz fermentasyonu
disindaki tim durumlarda Box-Behnken deney tasarimi ile optimize edilmistir.

OBCC 2002 izolatinin maksimum lovastatin tiretimi (139.45 mg/g), 1-2 mm
partikiil boyutuna sahip % 70 nemlendirilen 5 gram arpada 28 °C’ de 6 giinliik kat1 faz
fermentasyonu ile gergeklesmistir. Bu deger ayni izolatin derin kiiltiirde elde edilen
lovastatin iiretimi degerinden 10 kat fazladir. OBCC 1031 izolatinin maksimum {iretimi
(114.82 mg/l) ise 28 °C’ de % 3 glikoz, % 1 yeast ekstrakt besiyeri igerigi ile

olusturulan 200 rpm’ de c¢alkalamal1 derin kiiltlir fermentasyonu ile ger¢eklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Makrofungi, Lovastatin, Kati1 faz fermentasyonu, derin kiiltiir

fermentasyonu, Plackett-Burman tasarimi, Yiizey cevap metodu
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SUMMARY

In this study, 136 different macrofungi isolates were screened for 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl Co A reductase inhibitor (lovastatin) production. It was determined that
only 6 isolates were able to produce lovastatin, among 136 macrofungi isolates. The
highest production of lovastatin among macrofungi was obtained from the extracts of
isolate OBCC 2002 and isolate Pleurotus ostreatus OBCC 1031.

Plackett—Burman statistical design was used to select to factors that have
positive effects on lovastatin production and subsequently optimization of these
parameters for production of lovastatin by isolate OBCC 2002 and isolate Pleurotus
ostreatus OBCC 1031 was studied by response surface methodology using submerged
and solid-state fermentation. In this study, the statistical analysis of Plackett-Burman
experimental results showed that glucose, peptone, NaCl, thiamine, agitation speed,
barley, and particle size for OBCC 2002; glucose, yeast extract, agitation speed, barley,
particle size for P. ostreatus OBCC 1031 are significant components for the lovastatin
production. The more significant medium components and culture condition were
optimized using of the Box-Behnken design in all situations except for solid state
fermentation of OBCC 2002 isolate that was optimized by using a full factorial design.

The maximum lovastatin production by isolate OBCC 2002 (139,45 mg/g) was
carried out with the solid-state fermentation at 28 °C for 6 days by using barley 5 g with
1-2 mm particle size and 70 % humidity. This value was ten times higher than the
amount of lovastatin production obtained by the submerged fermentation. For OBCC
1031 isolate, the maximum lovastatin production of 114,82 mg/l was obtained after 6
days of submerged fermentation period in the optimized medium containing, 3 %

glucose, 1 % yeast extract at 200 rpm and 28 °C.

Keywords: Macrofungi, Lovastatin, Solid-state fermentation, Submerged fermentation,

Plackett-Burman design, Response surface methodology
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1. GIRIS

Sanayilesmenin getirdigi olumsuz etkiler ve yasam kosullarimin degismesiyle
birlikte gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde mortalite ve morbiditenin en énde gelen
nedenlerinden birisi de koroner kalp hastaliklaridir. Tiim diinyada yilda 17 milyon,
Tiirkiye’ de ise yaklasik 200.000 kisi yasamini kalp ve damar hastaliklarina bagl
nedenlerden kaybetmektedir (Ulusal Kalp Sagligi Politikasi, 2007). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin en 6dnemli risk faktorleri olan sigara kullanimi, yiiksek tansiyon ve yliksek
kolesterol seviyesi arasinda sinerjistik bir iliski de vardir (Sekil 1.1). Bu yonii ile
yiiksek kolesterol seviyesi hastalik oranini 4 kat arttirmasi ile primer risk faktoriidiir
(Gaw, 2001). Kardiyovaskiiler hastaliklarin da temel nedeni bilinen hiperkolesterolemi,
koroner kalp hastalig1 ve ateroskleroz (damar sertligi) icin 6nemli bir risk faktoriidiir.
Birgok kontrollii ¢alisma LDL kolesteroliin diisiiriilmesinin koroner olaylar riskini

azalttigini rapor etmistir (Heper, 2007).

Yiksek

Si .
‘eara tansiyon

x3

/)

Yiksek kolesterol

Sekil 1.1. Kardiyovaskiiler hastaliklarin sigara kullanimi, yiiksek tansiyon ve yiiksek
kolesterol seviyesine bagli risk diizeyleri (Gaw, 2001)



Hiperkolesterolemi tedavisinde birincil ilag olarak kullanilan statinler, hepatik
kolesterol olusumunda hiz kisitlayict basamak olan 3-hidroksi-3-metil-3-glutaril
koenzim A (HMG-Ko A) rediiktaz enziminin yarismali inhibitoriidiirler (Endo 1979;
2004; 2010). Statinlerin ana etkisi, total kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesterol diizeylerini diisiirme tizerinedir. Ancak, bu grup i¢indeki bazi ilaglarin
yiikksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol diizeylerini yilikseltme ve trigliserit
diizeylerini diisiirme yoniinde etkileri de vardir. Bu temel etkinin disinda, statinlerin
pleiotropik  etkiler (antioksidan, antienflamatuvar, endotel disfonksiyonunun
geriletilmesi, trombiis olusumu ve emboli iizerine etkileri) olarak adlandirilan bir takim
lipit dis1 etkileri de vardir (irat ve Isik, 2006). Astim, kanser (zellikle prostat, kolon
kanseri), Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda, sistemik sklerozis ve son zamanlarda
gribal enfeksiyonlarda (Frost et al., 2007; Infectious Disease Society of America, 2010)
statinlerin pleiotropik etkileri goriillmektedir (Mihos and Santana, 2011).

Koroner kalp hastaliklarinin goriilme sikliginin artmasiyla statinler en ¢ok
kullanilan ilaglar listesinde yer almaya baslamistir. Xiu-Sheng ve Chris’ in 2003’ te
yaptig1 aragtirmada 2001 yilinda diinya ¢apinda simvastatin satiginin 6.67 milyar dolar
oldugu rapor edilmistir. Sadece Amerika’ da 2006 yilinda kullanilan statinlerin piyasa
degerinin ise, 12.8 milyon dolar oldugu bildirilmistir (Barrios-Gonzéalez and Miranda,
2010). IMS Health’ 1n 2008 yilinda yaptig1 aragtirmada diinyada en ¢ok satilan ilaglarin
basinda Lipitor (atorvastatin) gelmektedir (http://www.imshealth.com/).

Statinler, Penicillium citrinium (ilk statin, mevastatin), Aspergillus terreus
(lovastatin) gibi bazi funguslar tarafindan tiretilen sekonder metabolitlerin bir grubudur.
1979 yilinda Japon bilim adami Akira Endo, Monascus spp. tarafindan iiretilen bir
metabolitin siganlarin kanindaki yiiksek lipoprotein miktarini azalttigini belirleyerek, bu
metaboliti “monakolin” olarak adlandirmistir. Monakolin (farmasétik adi lovastatin)
Merck co. sirketi tarafindan (“Mevacor” ismi ile) ticari olarak piyasaya siirilmiistiir.
Bununla birlikte statinlerin etkisini artirmak amaciyla yar1 sentetik (simvastatin;
“Zocor”) ve sentetik (atorvastatin; “Lipitor”) statinler gelistirilerek tiretimi saglanmistir.

Ilag sektdriinde biiyiik yere sahip olan statinlere talebin artmasiyla birlikte ticari
boyutta iretim ihtiyact ortaya cikmistir.  Yapilan bircok calismada derin kiltiir
fermentasyonu ile Aspergillus terreus tarafindan lovastatin iiretimi yapilmistir (Chang et

al., 2002; Casas Lopez et al., 2003, 2004a, b, 2005; Vilches Ferron et al., 2005). Son



zamanlarda arastirmacilar, tarimsal atiklar gibi ekonomik substratlarin kullanilabilmesi,
kolay uygulanmasi, az enerji gerektirmesi gibi avantajlarindan dolayr derin kiltiir
fermentasyon yontemine alternatif olan kati1 faz fermentasyonuna yonelmislerdir. Kati
faz fermentasyonu genel olarak endiistriyel enzimlerin {iretiminde kullanilmasina
ragmen giiniimiizde birgok sekonder metabolitin iiretimi i¢in kullanilir hale gelmistir.
Lovastatin iiretimi i¢in de kati1 faz fermentasyonunun etkili bir yontem oldugu rapor
edilmistir (Jaivel and Marimuthu, 2010).

Sekonder metabolitlerin laboratuvar kosullarinda {iretimi esnasinda miktar1 ve
cesitliligi, ortamdaki besinlerin oran1 ve farkliligina gore de degisebilmektedir (Adrio
and Demain, 2003). Fermentasyon ortamlarina biiylimeyi sinirlayici etkisi olan karbon
kaynag1 eklenmesi ya da fosfatin azaltilmasi gibi degisiklikler c¢esitli metabolitlerin
iiretiminde artisa veya azalisa neden olmaktadir. Bu nedenle lovastatinin iiretimi, ¢esitli
besinsel ve ¢evresel kosullarin diizenlenmesi ile optimize edilmeye calisiimaktadir. Bu
amagla gergeklestirilen birgok caligmada, karbon ve azot kaynaklarinin tipi,
konsantrasyonlari, oksijen ihtiyaci, pH, vitamin veya antibiyotik ile destekleme gibi
besiyeri icerigi ve iiretim kosullarinin etkisi belirlenmeye calisilmistir (Szakacs et al.,
1998; Kumar et al., 2000; Hajjaj et al., 2001; Lai et al., 2004; Barrios-Gonzales et al.,
2005; Bizukojc et al., 2007; Jia et al., 2010).

Lovastatin iiretiminde etkili olabilecek her bir parametrenin iiretime etkisini ayr1
ayr1 incelemek hem masrafli hem de uzun bir siireci kapsar. Bu nedenle fermentasyon
slirecinin optimizasyonu i¢in ¢esitli istatiksel deney tasarimlari gelistirilmistir. Plackett-
Burman (PB) deney tasarimi, ¢ok sayida bagimsiz degiskenin etkisini belirlemeye
olanak tanir (Plackett and Burman, 1946; Chakravarti and Sahai, 2002). Bu deney
tasariminda, deney sayis1 (n+1) bagimsiz degiskenlerin (n) etkisini tarayan iki faktoriyel
tasarimdir. Bu tasarimdan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile lovastatin
tiretiminde hangi degiskenlerin daha fazla etkili oldugu belirlenebilmektedir. Etkili
degiskenler besiyeri bilesenleri ya da ¢evre kosullar1 olabilir (Gunde-Cimerman et al.,
1973; Shindia, 2001; Konya et al., 1998; Casas Lopez et al., 2004; Atalla et al., 2008;
Panda et al., 2008; Aryantha et al., 2007; 2010). Ticari boyutta {liretime gegmeden 6nce
lovastatin tliretimi i¢in hangi degiskenlerin etkili oldugunun belirlenmesi kadar optimal
miktar/seviyelerinin belirlenmesi de ¢ok 6nemlidir. Bu amagla kullanilan yontemlerin

en popiilerlerinden birisi de cevap yiizey metodolojisi (Response Surface Method;



RSM) dir. Bu deney tasariminda ise, bagimsiz degiskenler arasindaki iligski ve seviye
belirlenir. Istatiksel metodlar tekrarlanabilir ve giivenilir olma avantajlarina sahiptirler.
PB ve RSM deney tasarimlar1 baz1 mikroorganizmalardan lovastatin iiretimini optimize
etmek amaci ile kullanilmistir (Gomes and Malcata, 1998; Chakravarti and Sahai, 2004;
Sayyad et al., 2007). Optimize edilmis fermentasyon kosullarinda lovastatin {iretiminin
artirtlmasi iizerine yapilan caligmalarda azot ve karbon kaynagi ve miktarinin etkisi,
istatiksel analizlerle birlikte oksijen miktar1 gibi temel parametrelerde Box-Behnken
dizayn1 kullanilmistir (Casas-Lopez et al., 2004; Panda et al., 2008; Subhagar et al.,
2009; Pansuriya and Singhal, 2010).

Lovastatin iiretimi yiliksek olan A. terreus kiiltiiriinlin fermentasyonu sivisi
ekstraksiyonunda lovastatin disinda cesitli ko-metabolitlerin iiretildigi belirlenmistir.
Ko-metabolitlerden benzofenon, sulokrinin poliketit biyosentez yol izinde yer aldigi
bilinmektedir. Lovastatinle birlikte sitrinin (Monascus tiirleri), aflotoksin (Aspergillus
tiirleri) gibi toksik metabolitlerin de tiretildigi rapor edilmistir (Hajjaj et al., 2005; Cox
and Simpson, 2009). Bu durum ticari lovastatin iiretim siirecinde saflastirma siirecinde
zorluk yaratmakta ve toksisite konusunda ek analizler yapilmasi gibi zorunluluklari
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle ¢alismalar daha az toksik metabolit {ireten ya da
toksik metabolit tiretmeyen makrofunguslar tizerine odaklanilmistir (Gunde-Cimerman

et al., 1993; Lee et al., 2006; Lai et al., 2007; Bizukojc and Ledakowicz, 2008).

1.1. Makrofunguslar ve Biyoaktif Bilesikler

Makrofunguslar yiizyillardir gida maddesi ve dogal ila¢ olarak cesitli toplumlar
tarafindan degerli bulunmustur. Karbonhidrat ve yag icerinin diisiik olmasiyla birlikte
protein, vitamin, kitin ve mineraller agisindan oldukc¢a zengin icerige sahiptirler
(Poucheret et al., 2006; Chang et al., 2011). Uzakdogu iilkelerinde makrofunguslar
geleneksel bir ilag olarak kullanilmiglardir. Yapilan ¢alismalarda mantarlar tarafindan
iretilen biyolojik aktif bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, antialerjik,
antitiimor ve hiperkolesterolemik aktivitelerinin oldugu, insan saglig1 agisindan 6nemi
ortaya konulmustur. Biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesiyle son 20 yilda
makrofunguslardan biyoaktif bilesiklerin {iretimi ve yeni bilesiklerin kesfi {lizerine

yapilan galismalarin sayisi artmigtir. Uretilen sekonder metabolitlerin birgogu dogal



tibbi kaynak olarak kullanilmaktadir. Baz1 sekonder metabolitler tibbi ve ticari dneme

sahiptirler (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Endiistriyel 6neme sahip fungal metabolitler (Enman, 2007)

Fungal sekonder metabolit Mikroorganizma
Penisilin G ve V Penicillium chrysogenum
Griseofulvin Penicillium griseofulvum
Sitrik asit Aspergillus niger
Itakonik asit Aspergillus terreus
Mikrobiyal protein (Quorn™) Fusarium venenatum
Lovastatin Aspergillus terreus
a-Amilaz Aspergillus oryzae

Ergot Alkaloidleri Claviceps purpurea

1.1.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, baz1 bakteri veya fungus tiirleri tarafindan lireme ortamlarinda
olusturulan ve terapdtik dozlarda baska mikroorganizmalar i¢in mikrobiyostatik ya da
mikrobisid etki goOsteren ve tedavide kullanilan kimyasal maddelerdir. 23000’in
tizerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin %42’si funguslar, %42’si
aktinomisetler ve %16’s1 da diger bakterilerce liretilmektedir (Oskay ve Tamer, 2009).
Filamentoz funguslar tarafindan iiretilen 12,000 iizerinde antibiyotik tanimlanmistir (Ma
et al, 2009). Ilag sektdriinde dogal kaynakli Penisilin G ve biyosentetik penisilin V’ nin
pazar pay1 4.4 milyar dolar iken yar1 sentetik penisilinler ve sepalosporinlerin piyasa

degeri 11 milyar dolardir.

1.1.2. Antifungal ajanlar

Antifungal ajanlar, fungal hiicre membranin da protein yapisinda bir
makromolekiil olan ve hiicre duvarinin yapisal biitiinliigiinii saglayan 1,3-D glukan
sentezini inhibe eder. Bunun sonucunda duvar biitiinliigii, hiicre morfolojisi bozulur ve

hiicrenin 6liimii ile sonuglanir. Yillarca konvansiyonel amfoterisin-B deoksikolat (Am



B-d) hem maya hem kiif mantarlarina etkili oldugu icin antifungal tedavide ilk secenek
olmustur. Antifungal terapide ekinokandinler ve sordarinler dnemli potansiyele sahiptir.
Ik ekinokandin tiirevi ekinokandin B bir fungusid olan Aspergillus nidulans var.

Echinulatus fungusundan identifiye edilmistir (Misiek and Hoffmeister, 2007).

1.1.3. Antitiimor ajanlar

1940 yilindan beri 100.000 iizerinde dogal antitiimor ilag tanimlanmistir. En ¢ok
bilinen dogal antikanser ajami taksol, ilk kez bitkilerden ekstrakte edilmistir. Ancak
tretimi Taxomyces andreanae fungusu ile yapilmaktadir. Akciger ve ovaryum
kanserlerinde mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu bloke ederek antitimor etki
gosterdigi bilinmektedir. 2000 yilinda taksol’ un piyasa degeri 1 milyar dolar1 bulurken
diinyada en c¢ok satilan iciincii ilag olarak kayitlara geg¢mistir. Makrofunguslar
tarafindan tiretilen lentinan, shizophyllan gibi baz1 ekzopolisakkaritlerin antitiimor ajan

olarak gorev yaptigi rapor edilmistir (Wasser, 2002).

1.1.4. Antiviral ajanlar

Fungal sekonder metabolizma sonucunda iiretilen bazi metabolitler viriis
replikasyonunu inhibe eden “virositatik” etki gdosterirler. Fusarium tiirlerinden elde
edilen baz1 biyoaktif bilesiklerin antiviral 6zellik tagidiklari rapor edilmistir (Lindequist
et al., 2005). Ozellikle hepatit C viriisiiniin spingolipid sentezindeki ilk adimda yer alan
kritik 6neme sahip serin palmitoyiltransferaz enzimini inhibe ederek replikasyonu
durdurur. Son zamanlarda viral infeksiyonlarin (domuz gribi, kus gribi vb.) artmasiyla
birlikte yeni antiviral ajanlar dnem kazanmistir. Shiitake mantar1 olarak bilinen Lentinus
edodes’ den iretilen lentinan, Reishi mantar1 olarak bilinen Ganoderma lucidum’ dan
tiretilen ganaderiol-F, ganoderik asit-B, lusidumol metabolitlerinin antiviral etkisi
oldugu bilinmektedir. Cogu antiviral ajanlarin karakterizasyonu yapilmamis olmasina
ragmen [Inonotus obliquus ve Polyporus umbellatus makrofunguslarindan sicak su

ekstraktlarinda aktivitelerinin varlig1 gosterilmistir (Stamets, 2005).



1.1.5. Mikotoksinler ve diger metabolitler

Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria basta olmak tlizere
bazi filamentéz funguslar tarafindan dretilirler. En ¢ok bilinen mikotoksinler
aflatoksinler, okratoksin, trikotesen, zearalenon, patulin ve fumonisindir. Mikotoksinler,
karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkilerinin yanm1 sira, hepatotoksisite,
hepatokarsinojenite, nefrotoksisite, immiin sistemin bozulmasi ile hastaliklara karsi
yatkinlik, biliylimenin yavaglamasi, iireme fonksiyonlarinin bozulmasi gibi pekc¢ok
toksik etkiye neden olabilirler. Toksik etkilerinin yan1 sira bazi sekonder metabolitlerin
olumlu etkileri de bulunmaktadir. Ornegin, Gibberella fujikuroi tarafindan diretilen
giberellinler, bitki biiyiime hormonu olarak kullanilarak iiriin verimini ve miktarin
arttirlar (Unyayar, 2000; Cihangir, 2002; Karakog¢ ve Aksdz, 2006; Misiek and
Hoffmeister, 2007). Claviceps spp., Aspergillus sp., Penicillium sp. ve Rhizopus spp.
tarafindan {retilen ergot alkaloitler migren, anjin, hipertansiyon gibi hastaliklarin
tedavisinde ¢ok sik kullanilmaktadir. Halojenik lazersik asit dietilamit en ¢ok bilinen
ergot tlirevidir (Kiigiik vd., 2003). Ayrica ergotamin tartarat farmasotik bir ilag olarak
da kullanilmaktadir. Cyclosporin A, Fusarium solani, Neocosmospora varinfecta ve
Tolyxpocladium inflatum’ dan iiretilen bir metabolit olup kalp, karaciger ve bdbrek

nakline gerek duyan hastalarda kullanilmaktadir.

1.1.6. Hiperkolesterolemik ajanlar

Gilinlimiizde hiperkolesterolemik etkiye sahip metabolit lireten bir¢ok mantar
tanimlanmistir (Cizelge 1.2). Baslica HMG-Co A rediiktaz ve inhibitorleri (statinler)
olmak {izere skualen sentaz (SQS) inhibitorleri, protein preniltransferaz inhibitorleri
(PFT), A¢il-Co A: Kolestrol aciltransferaz (ACAT) inhibitorleri, kolesterilester transfer
protein (CETP) inhibitorleri ve kolestrol metabolizmasinin diger inhibitorleri olmak
lizere makrofunguslar tarafindan hiperkolesterolemik aktivite gosteren biyolojik aktif
bilesikler iiretilmektedir. Skualen sentaz inhibitorleri, izoprenoid ara riinlerinden
sonraki basamakta de novo kolesterol sentezini inhibe eder. Ganoderma lucidum
disindaki mantar tlirlerinde ve primatlarda, fungal metabolitlerin zaragozik asit
tizerinden skualen sentetazi inhibe ettigi bildirilmistir. Klavarik asit basidiomycetes

Clavarariadelphus truncatus* dan izole edilmistir.



Cizelge 1.2. Kolesterol ve lipidler iizerinde etkili olan bazi makrofunguslar (Guallimén
vd., 2010)

1. Toplam kolesterol seviyesini diisiirenler

Auricularia auricula Grifola frondosa
Cordyceps sinensis Pleurotus ostreatus
Ganoderma lucidum Tremella fuciformis
Pleurotus citrinopiletus Pleurotus florida

2. LDL- kolesterol seviyesini diisiirenler

Auricularia auricula
Tremella fuciformis

Agaricus bisporus
3. Trigliserid seviyesini diisiirenler

Cordyceps sinensis
Grifola frondosa

Lentinus edodes

Cesitli sterolseven PFT inhibitorleri baz1 funguslardan izole edilmistir. Antisektan
taramasinda Eupenicillium reticulisporum’ dan piripiropen A izole edilmistir. Diger ii¢
seskuiterpen ACAT inhibitdr analogu olan piripiropenler Giliney Kore’ de toprak
fungusu olan A. Fumigatus’ tan elde edilmistir. 2002 yilinda Rho ve ark. tarafindan
Penicillium griseofulvum 1ile fermentasyon yapilirken fenilpiropen C kesfedilmistir.
Epi—kokliokuonin A, Sankyo bilim adamlar1 tarafindan Stachybotrys bisbyi
fermentasyonuyla elde edilmistir. Yeni gelistirilmis kolesteril ester transfer protein
(CETP) inhibitorleri olan torcetrapib ve JTT-705, proteine disiilfid bagiyla geri
doniisiimsiiz olarak baglanarak plazma CETP miktarinin artmasina, dolayistyla HDL-
kolesterol diizeylerinde artisa ve antiaterosklerotik etkilere yol agar. Kitasato ve Pfizer
bilimadamlart CETP inhibitorlerini bir fungus olan Fusarium sp.° nin sivi

fermentasyonu ile yiiksek miktarlarda elde etmislerdir.



1.2. Statinler
1.2.1. Statinlerin Yapisi

Statinler genel olarak kimyasal yapilar1 nedeniyle {i¢ kisma ayrilirlar. Birincisi
hedef enzimin substrati olan HMG Co A analogu, ikincisi substrat analogu olan kisma
kovalent bagli olan ve statini enzime baglama islevi géren kompleks hidrofobik halka
yapisit ve lgiinciisii pek cok farmakokinetik ozelliklerini belirleyen halka yapilarina
bagli yan gruplardir. Tiim statin molekiilleri ana poliketit kismi, hidroksi hekzahidro
naftalin halka sistemine sahiptir (Sekil 1.2). Bu halkaya C8 (R1) ve C6 (R2) farkli yan

zincirler baglanir.
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Sekil 1.2. Statinlerin temel yapis1 (Lov-L: Lakton formu; Lov-H: Hidroksi asit formu)

Statinler, dogal ve sentetik olmak lizere ikiye ayrilirlar. Mevastatin (kompaktin) ve
lovastatin dogal, fluvastatin, simvastatin, atorvastatin, cerivastatin, rosuvastatin ve
pravastatin sentetik statinlerdir. Lovastatin (C,4H3605, mevinolin, monakolin K),
mevastatinden farkli olarak 6-o metil grubu (R2) ve metilbiitirik zincirini (R1) igerir.
Simvastatinde, zincirin 2. pozisyonun da bir metil grubu mevcuttur (Sekil 1.3).
Lovastatin biyosentezinde dnemli rol oynayan monakolin J ve L’de, lovastatinde yer
alan metilbiitirik zincir bulunmaz. Monakolin J ‘nin C8 baglanma noktasinda bir
hidroksil grubu vardir (Endo and Hasumi, 1985; Manzoni and Rollini, 2002; Seenivasan
et al., 2008). Sentetik statinlerin (atorvastatin, fluvastatin, cerivastatin, rosuvastatin)
yapilar1 dogal statinlerden oldukg¢a farklidir. Sentetik statinlerde florofenil ve polar

metan sulfomid gruplari bulunmaktadir.
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Sekil 1.3. Statin yan zincirlerin ana yapidaki C8 (R1) ve C6 (R2) ile baglantist
(Manzoni and Rollini, 2002)

Statinler lakton formunda iken inaktif, B-hidroksi asit formunda ise aktiftir.
Simvastatin, atorvastatin, fluvastatin ve lovastatin nispeten lipofilik bilesikler iken,
pravastatin ve rosuvastatin hidrofilik yapidadirlar (Sinensky and Logel, 1983;
Tabernero et al., 2003). Istvan ve Deisenhofer, 2001 yilinda elektron yogunluklu harita
ile statinlerin HMG-CoA rediiktaz enzimine baglanma bdlgelerini ve bunlarin kendi
icinde farkliliklarini belirlemistir (Sekil 1.4). Baglant1 bolgelerinin sayisi, HMG-Co A
rediiktaz enzimine baglanma affinitesini belirler. Baglanti bdlgelerinin artmasiyla
HMG-Co A rediiktaz enzimine baglanma afinitesi artar. Sentetik statinlerde yer alan
florofenil ve polar metan sulfomid gruplart HMG Co A rediiktaz enzimine baglanma

afinitesini artirirlar.
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Sekil 1.4. Statinlerin HMG-Co A rediiktaz enzimine baglanma bolgeleri. A ortak
baglant1 bolgesini gostermektedir. B, C, D ortak baglanma bolgesinden bagka baglanti
bolgeleri bulunmamaktadir. E ‘de ortak baglanma bolgesinden farkli bir, F* de farkl iki
baglant1 bolgesi bulunmaktadir (Istvan and Deisenhofer, 2001).

1.2.2. Statinlerin Biyosentezi

Lovastatinin iiretimi asetat iiniteleri ile baslar. iki poliketit zinciri baglandiktan
sonra asetat ve metiyoninden monakolin L {riinii olusur. Monakolin L’nin
monooksigenaz ile hidroksilasyonundan monakolin J olusur. Monakolin J’nin
esterifikasyonu ile son {iriin lovastatin tretilir (Sekil 1.5). Funguslar tarafindan tiretilen
statin B hidroksi asit formundadir. Lovastatin biyogenezininin arastirilmasinda model
organizma olarak Aspergillus terreus suslar1 kullanilmaktadir. A. terreus ‘“un lovastatin
iretimindeki sekonder metabolik yol izi poliketit yolizidir. Poliketit yolizinin &nciil

maddesi AsetilCoA’ dir. Karboksilasyonu Malonil CoA formu ile yapilir.
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Sekil 1.5. Lovastatinin biyosentetik yol izi (Sorensen et al., 2002; Jia et al, 2010)

Fungal metabolizma da genellikle statinlerin yan zincirinde bulunan metil grubu bazi
funguslarda C6 metiyoninden tiiretilerek halka yapisi kapanmadan zincire eklenir.
Sonra ana zincir halkasal hale gecer ve bazi statinler C8 yan zincirler tarafindan
esterlenir. Ana zincirdeki oksijen atomlari, onciill madde de bulunan oksijenin
uzaklastirllmasiyla yapilan aerobik oksidasyondan sonra eklenir. Yapilan bazi
caligmalarda C8’ in enzimatik hidrolizasyon ve sonrasinda esterifikasyonun Penicillium

citrinum ve Monascus ruber’ de ayni oldugu goriilmiistiir (Seenisavan et al., 2008).
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Son zamanlarda yapilan arastirmalarda A.terreus ile lovastatin biyosentezinin
ekspresyonu, gen regiilasyonu ile birlikte enzimatik kinetikleri ¢alisilmistir. Genetik
caligmalarda lovastatin iiretiminde O©nemli roli olan iki poliketit zincirinin
mekanizmalar1 incelenmistir (Sekil 1.6). 4. terreus’ un lovastatin iiretimi bloke edilmis
mutant suslarinda, multifonksiyonel poliketit sentaz sistem (PKSs), lovastatin nonketit
sentazdan (LNKS) olusur. LNKS, monakolin J ‘den metilbiitiril yan zincir transferini
saglayan diketit sentaz (LDKS) ve hekzahidronaftalin halka sitemi formundan ana

poliketit zincir siklizasyonunu kapsar.
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lovC l (})RFE l ORF10
_— — -
ORF12  ORF14 ORF16 ORF18 37 kb
lovF ORF13 ORF15 ORF17
> 64 kb

N Potential [l Trans- [ lunknown [ |Transporter
resistance esterase function genes
genes

= ] ==

Cytochrome Regulatory Polyketide biosynthesis

P450 genes genes

Sekil 1.6. Lovastatin biyosentez gen kiimesi (lovB ve lovF poliketit biyosentezi; lovC
enoil rediiktaz; lovD transesteraz; lovE ve lovH regiilator genler; ORF2 ve ORF17
sitokrom P-450 genleri; ORF1 ve ORF10 potansiyel direng genleri; ORF14 ve ORF16
tastyict genler; lovG, ORF2, ORF12, ORF15, ve ORF18 fonksiyonu bilinmiyor)
(Manzoni and Rollini, 2002; Sorensen et al., 2002)

Lovastatin nonketit formlari, PKS’nin birincil yapisit lovastatin biyosentezi
hakkinda yeni bilgiler ortaya koyulmus, lovastatin biyosentezinde PKSs nin tiim
fonksiyonu aragtirilmaya ¢alisilmistir (Hendrickson et al., 1999; Askenazi et al., 2003;
Hoffmeister and Keller, 2007; Ma et al., 2009; Cox, 2007; Campbell and Vederas,
2010). LNKS, dihidromonakolin L’yi olusturan biyosentetik yolizinin ilk
basamagindaki reaksiyonlar: katalizleyen lovC ile etkilesen lov B geninin {irlintidiir.
Lovastatin iiretimindeki son basamakta LDKS, monakolin L den tiiretilen monakolin J

de ki 2-metilbiitirik asitin baglanmasini katalizleyen lovD (transesteraz enzim) ile
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etkilesen lovF tarafindan yapilir. 4. terreus ile lovastatin liretiminde diizenleyici
faktorler ve bazi enzimleri kodlayan genlerin temel O&zellikleri arastirilmistir
(Hendrickson et al., 1999; Kennedy et al., 1999; Hutchinson et al., 2000).
Dihidromonakolin L gibi ayni stereokimyasal halkalarla bisiklik sistem formu, A4.
nidulans’tan saflagtirilan LNKS tarafindan katalizlenir. 4. terreus ile yapilan bagka bir
calismada lovC geni bloke edilerek lovastatin biyosentezinde rol oynayan post-PKS
(post-poliketit sentaz) basamaklar1 arastirilmistir. Calisma sonucu lovC protein roliiniin
lovB protein yardimiyla lovastatindeki nonketit zincirin dogru eklenmesini sagladigi
belirlenmistir. Aksine LDKS (lovF protein) tarafindan metilbiitirat yan zincirinin
yapiminda lovC proteini gerekli olmadigi ve dihidromonakolin L‘nin post-PKS
stirecinde lovC proteinin bir fonksiyonu bulunmamustir. Lovastatin biyosentezinde rol
alan genlerden ORF1 veya IvrA geninin organizmaya lovastatine kars1 direg
kazandirdig1 bilinmektedir. Lovastatine duyarli olan A. midulans’ 1 bu gene sahip
olduktan sonra lovastatine direngli hale geldigi Hutchinson ve arkadaglari (2000)
tarafindan rapor edilmistir. A.terreus “un lovastatin biyosentezinde, lovastatinin kendi
iiretimini inhibe ettigi disiiniilen geri besleme kontrol mekanizmasi oldugu
tanimlanmistir. Bu geri besleme kontrol mekanizmasi etkisizlestirildiginde lovastatin
tiretiminin artabilecegi diisiiniilmektedir (Casas Lopez et al., 2004). Poliketit
antibiyotiklerinin bu mekanizma iizerinde etkili oldugu ve lovastatin iiretimini artirdig1

gosterilmistir (Jia et al., 2010).

1.2.3. Statinlerin Etki Mekanizmasi

Statinlerin hipokolestrolemik aktivitesi, HMG-Co A ara formunun ve statinlerin
B-hidroksi asit formu arasindaki yapisal homoloji nedeniyle HMG-Co A rediiktaz
enziminin kompetetif inhibisyonuna dayanir. Statinlerde bulunan lakton halkas1 hiicre
icinde B-hidroksi asit formuna doniisiir (Alberts et al., 1980). Kolesterol biyosentezinde
statinlerin ilk adimi kolesterol sentezinde onciil madde olan mevolanat iiretiminin
azaltimasidir. HMG-Co A rediiktaz inhibisyonuyla, izoprenoidlerin sentezi ve kolesterol

sentezinde rol alan mevolanatin iki 6nemli {irliniiniin yol izi etkilenir (Sekil.1.7).
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Sekil 1.7. Statinlerin etki mekanizmasi (Barrios-Gonzélez and Miranda, 2010)

Hiicre ici kolesterol sentezindeki azalmanin aktiflestirdigi proteaz ile sterol diizenleyici
element baglayici proteinler endoplazmik retikulumdan ayrilarak cekirdege gider ve
diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) reseptor gen ekspresyonunu artirir. Bu sayede
karacigerde reseptor aracili LDL endositozu artar ve serum LDL seviyeleri diiser (Istvan
and Deisenhofer, 2001). Bu sekilde statinlerin kolesterol diisiiriicii etkileri bir yandan
hiicre i¢i sentezi azaltip, diger yandan da dolasimdaki LDL’nin hiicre i¢ine alinmasini
saglayarak gerceklesir. Karacigerde VLDL iiretiminin statinler tarafindan inhibe
edilmesinin kolesterol sentezindeki diisme sebebiyle gergeklestigi diigiiniilmektedir.
Ciinkii kolesterol VLDL’ nin bir bilesenidir. Bu mekanizma muhtemelen statinlerin
trigliserit diisiiriicli etkilerinden de sorumludur (Gtileg, 2007).

HMG-Co A rediiktazin katalitik bolgesindeki yap1 ile glinlimiizde tanimlanan 7
farkl1 statin (mevastatin, simvastatin, fluvastatin, atorvastatin, cerivastatin, rosuvastatin
ve pravastatin) kompleks olusturabilir. Ancak statinlerin hepatik HMG-Co A rediiktaz
inhibisyon etkileri degiskenlik gosterir. Statinler kullanilan doza bagli olarak LDL
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kolesterolii %20’ den %50’ ye kadar disiirlirler. Farkli statinlerin etkilerinin
karsilastirildigr genis ¢alismalara gore statinlerin yaklasik es dozlar1 2.5 mg atorvastatin,
5 mg simvastatin, 15 mg lovastatin, 15 mg pravastatin, 40 mg fluvastatin seklindedir.
Ancak statinlerin doz cevap iliskileri incelemeleri LDL kolesteroliin diisiiriilme
etkinliginin lineer olmadigni gostermistir (Aktiirk, 2006). Statinlerin ana etki
mekanizmas1 LDL seviyesini diisiirme olmasina karsin bir¢ok biyolojik mekanizmayi
da olumlu ve olumsuz etkiledigi gosterilmistir (David et al., 2000; Pahan, 2006; Fritz et
al., 2011).

1.2.4. Statin Uretici Organizmalar

Ilk statin, 1976 yilinda Akira Endo adli bilim adaminin arastirmalar1 sonucunda
Penicilim citrinum‘dan elde edilmis ve “mevastatin” olarak adlandirilmistir (Endo,
1979). Madrid’ te CIBE laboratuvarlarinda tanimlanan Aspergillus terreus ve Monascus
ruber’ in (monakolin K) statin tirettigi belirlenmis ve ilk lovastatin (mevinolin) olarak
patentlenmistir (Alberts et al., 1980). Statinin 6nemi yavag yavas ortaya ¢ikarken ¢esitli
tarama ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda bazi mikroorganizmalarin

statin tirettigi belirlenerek patenti alinmistir (Cizelge 1.3)

Cizelge 1.3. Lovastatin tiretimi i¢in patent alinmig baz1 tiretim modelleri

Sekonder metabolit Mikroorganizma Referans

Statin Nocardia sp. Williamson, 1989
Schizostatin Schizophyllum commune Tanimoto et al., 1996
Pravastatin Streptomyces sp. CJPV 975652 Lee et al., 2004
Wauxistatin Amycolatopsis sp. Zhuge et al., 2008

Lovastatin iiretiminin endistriyel siireci 1980 yilinda A. terreus suslarinin
kullanilmastyla baglamistir (“Mevacor”, Merck). Siirecin gelismesi, ¢esitli karbon ve
azot kaynaklarin etkisi, pH, oksijen ihtiyac1 gibi farkli fermentasyon parametrelerinin
analizini igerir. Metkinen grup (orjinal statin {ireticisi), gelistirilmis programlarda

olusturulmus deney kosullarinda A. terreus ATCC 20542 susu ile lovastatin iiretimini 7-
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8 g/l arttirmigtir. Biocon (Bangolare, Hindistan) lovastatin iiretimi i¢in 2001 Haziran
ayinda olusturulan FDA tarafindan desteklenen bir sirkettir. Bu sirket lovastatin iiretim
siirecinde Plafractor (biliylik Olgekli kati-matriks biyoreaktoér) ile fermentasyon
teknolojisini temel almistir. Bu yeni biyoreaktor kati substrat ve batik kiiltiir
fermentasyonlarinda avantajlara sahiptir ve iiriin ekstraksiyon asamasinda siirecin
problemlerini en aza indirgemistir (Suryanarayan and Mazumdar, 2001). Fermentasyon
teknolojisinin gelismesiyle birlikte statin {iretimini yapan mikroorganizmalarin
belirlenmesi de hiz kazanmistir. Yapilan calismalarda Doratomyces, Eupenicillium,
Gymnoascus, Hypomyces, Paecilomyces, Phoma, Trichoderma (Samiee et al., 2003) ve
Pleurotus, Agaricus (Gunde-Cimerman et al., 1993) ‘un yani sira baz1 aktinomisetlerin
de statin iirettigi rapor edilmistir (Srinu et al., 2010). Monascus purpureus, M. ruber, M.
pilosus, M. vitreus ve M. pubigerus’ un lovastatin iiretici onemli organizmalar oldugu
belirlenmistir (Hajjaj et al., 2001; Chang et al., 2002; Miyake et al., 2006). Monascus
tirleri genellikle Uzak Dogu iilkelerinde “red koji” olarak bilinen geleneksel
fermentasyonunda kullanilarak fermente gida iriinii elde edilmektedir. Monascus
tirlerinin yam1 sira Aspergillus tiirlerinden A. flavipes, A. fischeri, A. flavus, A.
umbrosus, A. parasiticus ve Accremonium chrysogenum ‘un da lovastatin irettigi
bilinmektedir (Manzoni and Rollini, 2002; Ahmad, 2010).

Statinlerin kesfinden sonra yapilan arastirmalarda statinlere olan talebin artmasi
ve statinlerin hiperkolesterolemik etkisinin disindaki olumlu etkilerinin ortaya
cikmasiyla birlikte lovastatinlerin fungal sekonder metabolizmanin ara ve son {irlinii
veya biyotransformasyon siirecinin liriinii olarak genis oranda eldesi amag¢lanmistir. Bu
calismada yiliksek miktarda lovastatin iireten yeni izolatlar belirleyebilmek amaci ile
bazi makrofunguslarin lovastatin liretme potansiyelleri arastirilmistir. Tarama sonunda
lovastatin trettigi belirlenen izolatlardan iki tanesinin yiiksek lovastatin iiretimini
saglamak icin derin kiiltiir ve kat1 faz fermentasyonlarinda lovastatin tiretimini etkileyen

besiyeri igerikleri ve ortam kosullarinin optimizasyonu konu alinmistir.
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2. MATERYAL VE METODLAR
2.1. Materyal
2.1.1. Test mikroorganizmalar

Bu caligmada statin {iretim potansiyelini arastirmak i¢in kullanilacak “Agar plak
difiizyon metodu”, statine duyarli test mikroorganizmalarinin kullanilmasini zorunlu
kilmaktadir. Bu amagcla caligmada kullanilacak test organizmalarindan Candida
albicans ESOGU, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan, Neurospora crassa
ise Prof. Dr. Nevin Keskin’ den (Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii) temin edilmistir.
2.1.2. Pozitif kontroller

(Calismada statin {drettigi bilinen standart organizmalar, karsilastirma materyali
olarak kullanmilmistir. Bu amagla kullanilan Monascus purpureus NRRL 1596,
Aspergillus terreus NRRL 255 ve Penicillium citrinum NRRL 1841 suslart ARS Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan (Peoria, IL. U.S), Pleurotus ostreatus HK 35 susu ise Agro Mantar’

dan (Denizli) temin edilmistir.
2.1.3. Cahsilan makrofungus kiiltiirleri

Bu ¢aligmada statin tiretim potansiyeli agisindan incelenmesi amaciyla, Eskisehir
Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimiinde olusturulan
“Makrofungus Kiiltiir Koleksiyonu”ndaki (OBCC) 136 adet saf kiiltiir taramaya
alimmstir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Statin iiretimi agisindan taramaya alinan makrofungus kiiltiirleri

19

(I)(I(;)guc Tiir ad1 (I)(lzgf Tiir ad1

01 Rhizopogon roseolus 1002 | Leucoagaricus pudicus
02 Tanimlanmamis izolat 1003 | Tanimlanmamuis izolat
03 Ganoderma sp. 1004 | Ganoderma carnosum
04 Suillus bovinus 1005 | Suillus collitinus

05 Tricholoma equestre 1006 | Trametes versicolor

06 Clavariadelphus truncatus 1007 | Fomes fomentarius

07 Tanimlanmamis izolat 1008 | Antrodia serialis

08 Lepista nuda 1010 | Ganoderma applanatum
09 Polyporus arcularius 1011 |Inonotus hispidus

10 Tanimlanmamis izolat 1012 | Laetiporus sulphureus
11 Trametes hirsuta 1013 | Tanimlanmamis izolat
12 Tanimlanmamis izolat 1014 | Coprinus comatus

13 Schizophyllum commune 1016 | Tanimlanmamis izolat
14 Gloeophyllum abietinum 1017 | Phlebia tremellosa

15 Suillus luteus 1018 | Rhizopogon roseolus

16 Tanimlanmamis izolat 1019 | Pholiota sp.

17 Polyporus arcularius 1020 | Suillus sp.

18 Gloeophyllum sepiarium 1023 | Schizophyllum commune
19 Hypholoma fascicularia 1024 | Schizophyllum commune
20 Tanimlanmamis izolat 1025 | Schizophyllum commune
21 Tanimlanmamis izolat 1026 | Inonotus hispidus

22 Suillus luteus 1027 | Funalia trogii

23 Pycnoporus cinnabarius 1028 | Coprinus comatus

24 Macrolepiota procera 1029 | Ganoderma adspersum
25 Trametes versicolor 1030 | Fomes fomentarius

26 Hypholoma sp. 1031 | Pleurotus ostreatus

27 Tanimlanmamis izolat 1032 | Tanimlanmamis izolat
28 Macrolepiota procera 1033 | Tamimlanmamis izolat
29 Hypholoma fascicularia 1035 | Fistulina hepatica

30 Polyporus arcularius 1036 | Lentinus tigrinus

31 Polyporus arcularius 1037 | Macrolepiota procera
32 Polyporus arcularius 1038 | Tanimlanmamis izolat
33 Polyporus arcularius 1039 | Leucoagaricus pudicus
34 Polyporus arcularius 1040 | Laetiporus sulphureus
35 Hypholoma fasciculare 1041 | Agaricus campestris

36 Tanimlanmamis izolat 1043 | Tanimlanmamis izolat
37 Tanimlanmamis izolat 1044 | Tanimlanmamis izolat
38 Tanimlanmamis izolat 1045 | Inonotus hispidus
1001 Tanimlanmamis izolat 1046 | Tanimlanmamis izolat
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Cizelge 2.1. Statin {iretimi acisindan taramaya alinan makrofungus kiiltiirleri (devam)

OBCC

OBCC

Kodu Tiir adi Kodu Tiir ads

1047 | Tanimlanmamis izolat 5004 | Lentinus strigosus

1501 | Suillus sp. 5005 | Cerrena unicolor

1502 | Cystoderma sp. 5006 | Trametes pubescens
1503 | Rhizopogon sp. 5007 | Gloeophyllum sepiarium
1504 | Tanimlanmamis izolat 5008 | Ganoderma lucidum
1505 | Tanimlanmamais izolat 5009 |Inonotus hispidus

2001 | Lenzites betulina 5010 | Schizophyllum commune
2002 | Tanimlanmamuis izolat 5011 Tanimlanmamis izolat
2501 | Tanimlanmamis izolat 5012 | Trametes versicolor
2502 | Stereum hirsutum 5013 | Polyporus arcularius
2503 | Omphalatus illudens 5014 | Trametes hirsuta

2504 | Tanimlanmamis izolat 5015 | Paxillus involutus

2505 | Suillus sp. 5016 | Tanimlanmamis izolat
2506 | Tanimlanmamis izolat 5017 | Tanimlanmamis izolat
2507 | Polyporus sp. 5018 | Polyporus arcularius
2508 | Rhizopogon luteolus 5019 | Macrolepiota procera
2509 | Suillus sp. 5020 | Stereum hirsutum

2510 | Tamimlanmamuis izolat 5021 Crepidotus sp.

2511 | Lactarius deliciosus 5022 | Trametes versicolor
2512 | Tamimlanmamuis izolat 5023 Trametes versicolor
2513 | Suillus sp. 5024 | Hygrocybe pratensis
2514 | Tamimlanmamis izolat 5025 | Agaricus campestris
2515 | Daedalea quercina 5026 | Tanimlanmamis izolat
3001 | Trametes versicolor 5027 | Schizophyllum commune
3002 | Tapinella panuoides 5028 | Tanimlanmamis izolat
3501 | Tanimlanmamis izolat 5029 | Tanimlanmamis izolat
5001 | Ganoderma carnosum 5039 | Ganoderma sp.

5002 | Trametes versicolor 5040 | Tricholoma caligatum
5003 | Polyporus squamosus ME 496 | Phanerochaete chrysosporium

2.1.4. Besiyerleri

Calisma

suresince

kullanilan ve

asagida

siralanan  besiyerleri,

aksi

belirtilmedik¢e besiyeri igeriginin distile suda ¢oziiliip otoklavda 1.1 atmosfer basing ve

121 °C sicaklikta 15 dakika siire islem gormesi ile steril edilerek kullanilmigtir.
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Besiyeri 1: Patates Dekstroz Agar (PDA)
Ticari olarak alinan besiyerinden (Merck) 39.00 g/ oraninda tartilarak

hazirlanmistir.
Besiyeri 2: Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Ticari olarak alinan besiyerinden (Merck) 28.00 g/l oraninda tartilarak

hazirlanmastir.
Besiyeri 3: Sabouraud % 2 Dekstroz Broth (SDB)

Ticari olarak alinan besiyerinden (Merck) 30.00 g/l oraninda tartilarak

hazirlanmastir.

Besiyeri 4: PMP Medium

Malt Extract 10.00 g
Peptone 1.00 g
Potato Dextrose Broth 24.00 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri 5: Yeast Laktoz Agar

Laktoz 120.00 g
Yeast 1.85 g
K>;HPO4 2.00 g
MgSO;4 . 7 H,O 0.52 g
NaCl 0.40 g
Fe(NOs); . 9 H,O 2.00 mg
ZnSO4 . H,O 2.00 mg
Biotin 0.04 mg
Agar 15.00 g
Iz element ¢ozeltisi* 1.00 ml
Distile su 1000 ml
pH 5.5

Sterilizasyon sonrasi besiyerine gerektigi kadar filtre ile steril edilmis biotin ve

iz element ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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* Iz element cozeltisi

Na,B407 . 10H,O 10.00 mg
MnCl, . 4H,O 5.00 mg
CuSO;4 . 5SH,O 25.00 mg
Na,MoOy . 2H,O 5.00 mg
Distile su 100 ml

2.1.5. Cozeltiler ve diger kimyasal maddeler

Cozelti 1: Lovastatin Cozeltisi 1

Biyolojik tayin calismalarinda standart ¢ozelti olarak ticari lovastatin tabletleri
(Lipopres) kullanilmistir. Tabletlerin laktonizasyonu Friedrich ve arkadaslar1 (1995)
tarafindan rapor edilen yontem ile yapilmistir. 20 mg tablet, 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ve
etanol (1:1, v/v) karisiminda ¢oziilerek 50 °C sicaklikta, 20 dakika bekletilmistir.
Karisim soguduktan sonra HCl ile nétralize edilmistir.
Cozelti 2: Lovastatin Cozeltisi 11

HPLC ig¢in standart ¢ozelti olarak kullanilmistir. 1 mg mevinolin’ in (Sigma), 1
ml HPLC safligindaki asetonitrilde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.
Cozelti 3: 1M NaOH Cozeltisi

4.1237 g NaOH (Merck), yeterli miktarda distile su ile ¢dziildiikten sonra 100

ml’ ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Cozelti +4 °C de saklanmustir.

Cozelti 4: 1M HCI Cozeltisi
8.2898 ml HCl (Merck, %37, d=1.19 kg/l), 100 ml’ ye distile su ile

tamamlanarak hazirlanmistir. Cozelti +4 °C ’de saklanmustir.

Cozelti 5: 10M HCI Cozeltisi
82.898 ml HCl (Merck, %37, d=1.19 kg/I), 100 ml’ ye distile su ile

tamamlanarak hazirlanmistir. Cozelti +4 °C de saklanmustir.

Cozelti 6: %10’luk HCI Cozeltisi
27.02 ml HCI (Merck, %37, d=1.19 kg/l), 100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak

hazirlanmistir. Cozelti +4 °C de saklanmustir.
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Cozelti 7: Spor siispansiyonu hazirlama cozeltisi

%0.85 NaCl iceren %0.2 Tween-80 ile hazirlanmistir.
Cozelti 8: MacFarland 0,5 Standart Cozeltisi

0.048 M BaCl; (% 1.17; w/v)‘ den 0.5 ml alinarak 99.5 ml 0.18 M H2SO4 (% 1;
v/v) ¢ozeltisine eklenmistir. Oda sicakliginda, karanlikta muhafaza edilmistir.
Cozelti 9: SM H,SO4 Cozeltisi

27.32 ml H,SO, (Merck, %98, d=1.83 kg/l), 100 ml’ ye distile su ile
tamamlanarak hazirlanmistir. Cozelti +4 °C ’de saklanmustir.
Cozelti 10: %S5 NaNO; Cozeltisi

5 g NaNO, (Sigma - Aldrich), yeterli miktarda distile su ile ¢oziildiikten sonra
100 ml’ ye distile su ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir.
Cozelti 11: %5 KHSO4 Cozeltisi

5 g KHSO4 (Sigma - Aldrich), yeterli miktarda distile su ile ¢oziildiikten sonra
100 ml’ ye distile su ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir.
Cozelti 12: %12.5 NH4SO;NH; Cozeltisi

12.5 g NH4SO3NH; (Sigma - Aldrich), yeterli miktarda distile su ile ¢oziildiikten
sonra 100 ml’ ye distile su ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir.
Cozelti 13: %0.5 MBTH Cozeltisi

0.5 g 3-metil-benzotiazolinon-2-hidrozon (MBTH, Aldrich), yeterli miktarda
distile su ile c¢oziildikten sonra 100 ml’ ye distile su ile tamamlanmasi ile
hazirlanmstir.
Cozelti 14: %S5 FeCl2 Cozeltisi

5 g FeCl, (Merck), yeterli miktarda distile su ile ¢oziildiikten sonra 100 ml’ ye
distile su ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir.
Cozelti 15: %0.1 Orto-fosforik asit Cozeltisi

HPLC safligindaki %85’ lik orto-fosforik asitten (Merck) 0.117 ml alinarak 100
ml’ ye distile su ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Cozelti +4 °C’ de saklanmistir.
Cozelti 16: Asetonitril : %0.1 Orto-fosforik asit Cozeltisi

HPLC safligindaki 65 ml asetonitril, 35 ml %0.1 orto-fosforik asit ile
karigtirilarak 100 ml asetonitril: %0.1 Orto-fosforik asit (65:35, v/v) c¢ozeltisi

hazirlanmstir.
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Cozelti 17: Metanol: distile su (50:50, v/v) Cozeltisi
50 ml metanol (Merck) alinarak 100 ml’ ye distile su ile tamamlanarak

hazirlanmistir.

Cizelge 2.2. Optimizasyon c¢aligmasinda kullanilan bazi besiyeri bilesenleri ve

kullanim amaglari

Besiyeri Bileseninin Ad1 Kullanim amaci
Glikoz
Laktoz
Maltoz

Gliserol

Bugday kepegi Karbon Kaynagi

Arpa

Pirin¢ kavuzu
Misir
Yulaf

Yeast ekstrakt
Malt ekstrakt

Azot Kaynagi

Pepton

Amonyum siilfat

NaCl Mineral

Thiamin Vitamin
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2.2. Metodlar

2.2.1. Statin iireticisi makrofunguslarin yar1 kantitatif yontem ile secilmesi

(Agar plak difiizyon metodu)

Statin  iirettigi bilinen standart organizmalar, ekstraksiyon yoOntemlerinde
kargilastirma materyali olarak kullanilmistir. Bu amagla kullanilan Monascus purpureus
NRRL 1596, Aspergillus terreus NRRL 255, Penicillium citrinum NRRL 1841 ve
Pleurotus ostreatus HK 35 statin {retimini indiikleyen yeast laktoz agar (YLA)
besiyerinde 7 giin 28 °C ’de inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonras1 Sekil 2.1° de

goriilen iki yontemle statin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.

Taramava almnan izolatlar YLA besiverine elilerel

7 giin 28 C de inkiibe edilir.

Ekstraksivon j_.-'ﬁntemy
s

& & ™ P = .y
YONTEMI YONTEM I
1ml etil asetatigerizine aktarilr 2 ml etil asetat igerisine aktarlir
30°C de 13 dk bekletilir 2 zaat oda stcaklimmda belkletiliv

13 dk vorteksile karsteralir

"

2800x g°de 3 dk zantrifilj edilir l
-

Elde edilen elstralctlardan 30 pl. kagt disklere emdinlerek
tzerine N crassa ve Clalbicans vayilnusg petrilere verlestinilir.

Sekil 2.1. Statin ekstraksiyonu ve biyotayininin genel akis semasi
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Bu yontemlerden yontem I ekstraksiyon yontemi olarak secilerek taramaya alinan
makrofungus kiiltiirlerinden statin ekstraksiyonu bu yontemle yapilmistir. Yontem I’ de
YLA besiyerinden 6 mm lik agar diskler ¢ikartilip, 1 ml etil asetat (Merck) bulunan
santrifiij tiiplerine aktarilarak 50 °C’ de 15 dakika bekletilmistir. Agar diskler, 2 dakika
araliklarla 15 dakika vorteks ile karistirildiktan sonra 2800 x g ‘de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Yontem II’ de ise, YLA besiyerinden ¢ikarilan 6 mm lik agar diskler 2 ml etil
asetat iceren santrifiij tiipiine aktarilarak igerisinde agar diskler kii¢iikk pargalara
ayrilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen ekstraktlarin test
mikroorganizmasi kullanilarak biyotayini yapilmistir (Sekil 2.2). Makrofunguslarin agar
plaklarindan elde edilen etil asetat ekstraktlarindan 50 pl alinarak 6 mm ¢apindaki kagit
disklere emdirilmistir. Negatif kontrol grubu i¢in 50 pl etil asetat, pozitif kontrol grubu
icin 50 pl saf B-hidroksi asit miktar1 bilinen ¢ozelti emdirilen diskler hazirlanmistir

(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Neurospora crassa ile gozlenen pozitif ve negatif kontrol (a) B-hidroksi asit
miktar1 bilinen ¢ozelti emdirilen disk; (b) etil asetat emdirilen disk

Bu yontemde test organizmasi olarak kullanilan Neurospora crassa, PDA
besiyerinde 10 giin 28 °C ‘de inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda N. crassa

sporlari, steril % 0.85 NaCl igeren % 0.2 Tween-80 soliisyonuna toplanmistir. Thoma
laminda sayim yapilarak seyreltilen spor siispansiyonundan her ml sinde 0.3 - 0.5 x 10°

spor olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Diger test organizmasi olan Candida
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albicans, SDB besiyerinde 28 °C’ de 24 saatlik inkiibasyon sonras1 Mc Farland 0.5
standardina gore steril ringer ¢ozeltisine eklenerek her ml sinde 5 - 7 x 10” hiicre olacak
sekilde hazirlanmistir. N. crassa ve C. albicans’ 1n hazirlanan silispansiyonlarindan 100
pl alinarak PDA besiyeri bulunan 50 mm capinda petrilere aktarilarak drigalski spatiilii
yardimiyla yayilmustir. C. albicans ve N. crassa sporu yayilmis petrilere, statin icerdigi
ongoriilen Whatman No:1 filtre kagidi diskleri yerlestirildikten sonra petriler 28 °C’ de

16-18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disk etrafinda inhibisyon zon
olusumunun varlig1 taranmistir.

Agar plak difiizyon metodu sonucu elde edilen zonlarin, inhibisyon zon g¢ap1
oOl¢iilerek mm cinsinden kaydedilmistir. Standart egri, B-hidroksi asit miktar1 bilinen bir
dizi konsantrasyonlarda hazirlanan c¢ozeltilerden disklere 50° ser pl emdirilerek
hazirlanmigtir. Taranan makrofunguslarin zon c¢aplarindan standart egri yardimiyla
miktar tayini yapilmigtir (Kumar et al., 2000; Vilches Ferron et al., 2005; Srinu et al.,
2010; Cabral et al., 2010).

2.2.2. Statin iiretiminin onaylanmasi

Elde edilen ekstraktlarda HMG-Co A rediiktaz inhibitorii varligini saptamak
amaciyla ince tabaka kromatografisi (ITK) uygulanmistir. Bu amacla, analize hazirlanan
orneklerden 30 pl’ si, 0.3 mm kalinliginda 20 x 20 cm silica jel 60F254 tabakalara
(Merck) emdirilmistir. Referans olarak lovastatin ¢ozeltisi kullanilmistir. Coziicii olarak
iki farkli hareketli faz (Hareketli faz I: Diklorametan ve etil asetat 70:30 (v/v), Hareketli
faz II: Etil asetat, hekzan ve asetik asit 70:30:6 (v/v)) kullanilarak, tabakalar 15 dakika
gelismeye birakilmistir (Sekil 2.3). Bu islem en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Siire sonunda
plakalar, 10 dakika bekletildikten sonra iyot gazina maruz birakilmistir. Tiim tabakalar
UV 15181 (254 nm) altinda gbézlenmistir. Rf degerlerinin karsilagtirilmasi i¢in lovastatin
standard1 ii¢ paralel halinde hazirlanmistir (Samiee et al., 2003; Srinu et al., 2010;

Jaivel ve Marimuthu 2010; Cabral et al., 2010).
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Sekil 2.3. ince tabaka kromotografisi (a), hareketli fazin tabaka iizerinde gelisimi; (b),
lovastatin standardinin iyot gazi ile muamelesi

Boylece yar1 kantitatif yontem ile daha yiiksek oranda inhibisyon zonu veren
makrofungus izolatlar1 se¢ilmis ve bu makrofungus izolatlarinin neden oldugu
inhibisyon zonunun statin iiretiminden kaynaklandigi ITK ile dogrulanmistir. Bu
yontemler ile diger makrofungus izolatlarina gére daha yiiksek statin iiretimi sunan iki
izolat (OBCC 1031 ve OBCC 2002) se¢ilmis ve sonraki optimizasyon ¢alismalar1 bu

izolatlar ile siirdiirilmistiir.

2.2.3. Statin iiretiminin deneysel tasarim yontemi ile optimizasyonu

Secilen izolatlar tarafindan yiiksek miktarda statin iiretimi saglayan kiiltiir tipini
secmek amaci ile derin kiiltiir ve kat1 faz fermentasyonu olmak tizere iki farkl kiiltiir
yontemi kullanilmistir. Her iki kiiltiir yonteminde de oncelikle lovastatin iiretimini en
fazla arttiran besiyeri bilesen ve kosullari belirlenmistir. Bu amacgla Plackett-Burman
deney tasarimi (PB) kullanilmistir (Plackett ve Burman, 1946). Boylece her izolatin her
kiiltiir tipi i¢in lovastatin {retimini arttirdigi en etkin bilesen ya da kosullar
belirlenmigtir. Bu bilesen/kosullarin izolat ve kiiltiir tipine bagli olarak degistigi
goriilmustiir. Bu asamadan sonra her izolat i¢in lovastatin iiretiminde en etkin oldugu

belirlenen bilesen/kosullarin en etkin seviyeleri belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla
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izolata bagli olarak cevap yiizey metodolojisi (Response Surface Method; RSM) ya da
full faktoriyel deney tasarimi kullanilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. OBCC 1031 ve OBCC 2002 izolatlar1 tarafindan statin {retiminin

optimizasyonu i¢in kullanilan kiiltiir tipleri ve istatistiksel tasarimlar

Optimizasyon Tasarimlari

izolat Kodu Kiiltiir tipi Statin tiretiminde Etkin degiskenin statin
etkili olan iretimini arttiran
degiskenin secilmesi | diizeyinin belirlenmesi

OBCC 2002 Kat1 faz Plackett — Burman Full faktoriyel deney

fermentasyonu Piectll(eei]triagﬁﬁ;n Box_ggﬁirkl:;;l deney
OBCC 1051 deney Tasarimi tasarimi
OBCC 1031 | O Plcilecrlfee;/t”;a?;ﬁ?n Box-Balnken deney

2.2.3.1. Lovastatin iiretiminde etkin besiyeri bilesen/kosullarinin belirlenmesi

Lovastatin tiretiminde en etkin besiyeri bilesen/kosullar1 Plackett-Burman deney
tasarimi yontemiyle belirlenmistir. Plackett—-Burman Deney Tasarimi, lovastatin {iretimi
tizerine etkiye sahip olmasi olas1 besinsel ve ¢evresel degiskenler arasindan iiretimi en
fazla arttiran degisken(ler)i secmek amaci ile gergeklestirilmistir.

Secilen izolatlarin (OBCC 2002 ve OBCC 1031) lovastatin iiretimini arttiran
degiskenlerin belirlenmesi i¢in Plackett-Burman (PB) metoduyla tasarlanmis besiyerleri
kullanilmistir. Bu kapsamda oncelikle her kiiltiir tipi i¢in statin liretimine etkisi olup
olmadigr arastirilan 11 farkli degisken belirlenmistir. Besiyerinde kullanilan
degiskenlerin yiiksek miktart (+1), diisitk miktar1 ise (-1) olarak ifade edilmistir. Bu 11
farkli degisken ile her iki kiiltiir tipi i¢in Cizelge 2.4’ te goriilen tasarim kullanilarak 12

farkli besiyeri hazirlanmistir.
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Cizelge 2.4. PB yaklasimi ile 11 farkli besiyeri igerigi ile 12 farkli besiyerinin tasarimi

Degisken
X Xo X3 Xy X5 Xo X7 Xz X9 Xjo Xjp
Besiyeri

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
2 -1 +1 -1 +1 +#1 +#1 -1 -1 -1 +1 -1
3 -1 -1 41 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
4 + -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
8 + -1 -1 -1 +#1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
9 + +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
10 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1
11 -1 1 41 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1
12 +1 -1 +1 +1 +&1 -1 -1 -1 +1 -1 -1

Kati1 faz fermentasyonunda kullanilan degiskenler ve degiskenlerin arastirilan
diisiik ve yiiksek diizeyleri Cizelge 2.5 de sunulmustur. Kati substrat olarak bugday
kepegi, arpa, piring kavuzu, misir ve yulaf kullanilmigtir. Tiim kat1 substratlar 6giitiiliip
eleklerden gecirilerek iki farkli partikiil boyutuna (Po: 0.6-1 mm; P;: 1-3 mm)
getirilmistir. Kat1 substratlar, 60 °C’ de 24 saat kurutularak tuttuklart nem miktar1 goz

Ontline alinarak tartilmistir. Deneysel tasarim ile olusturulan her besiyeri cam petrilerde
(120 x 20 mm) en az 5 g substrat igerecek sekilde ayarlanmistir. PB tasarimina gore
bazi besiyerlerinde nem igerigine mineral madde ¢ozeltisinden 1 ml eklenmistir.
Hazirlanan kat1 besiyerlerine ilave karbon (laktoz) ve azot (yeast ekstrakt ya da malt
ekstrakt) kaynaklar1 eklenmistir. Laktoz, besiyerinin toplam kuru agirliginin % 3 (w/w)
konsantrasyonunda, yeast ekstakt ya da malt ekstrakt ise besiyerinin toplam kuru
agirhginin % 1 (w/w) konsantrasyonunda ilave edilmistir. Mineral tuz ¢ozeltisi,
MgS04-7H,O 0.5 g/l, ZnSO4 4H,0 3.4 mg/l, NaCl 0.5 g/l, FeSO4 7H,O 5 mg/l,
CoCl,-6H,0 2 mg/l ve MnSOy4 1.6 mg/l kullanilarak hazirlanmistir.
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Cizelge 2.5. Kat1 faz fermentasyonunda kullanilan degiskenler ve diizeyleri

.. Diisiik | Yiksek
Degisken .. 2 <
Kodu Degiskenler deger Deger
-1 (+1)
X1 Bugday kepegi 0 5
X2 Arpa 0 5
X3 Kati substrat (g) Pirin¢ kavuzu 0 5
X4 Misir 0 5
X5 Yulaf 0 5
X6 Mineral tuz ¢ozeltisi (ml) 0 1
X7 Ilave karbon kaynag1 (%) | Laktoz 0 3
X8 . Yeast ekstrakt 0 1
Ilave azot kaynag1 (%)
X9 Malt ekstrakt 0 1
X10 Partikiil boyutu (mm) 0.6-1 1-3
X11 Dummy

Hazirlanan besiyerleri distile su (dH,O) ile toplam nem % 70 olacak sekilde

nemlendirilmistir. Icerisinde PB tasarimina gére ayarlanmus besiyerleri bulunan petriler
kurutma kagidi ile sarildiktan sonra 121 °C’ de ve 1.1 atm. basingta 40 dakika siire ile

otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 2.6. Derin kiiltiir fermentasyonunda kullanilan degiskenler ve diizeyleri

Degisken .. Diistik Yiiksek

k%)(siu Degiskenler deger deger
X1 Laktoz 0 3
§§ Karbon kaynag1 (%) gﬁls(:ril 8 ;
X4 Maltoz 0 3
X5 Yeast ekstrakt 1 3
X6 Malt ekstrakt 1 3
X7 Azot kaynagi (%) | Pepton 1 3
X8 Amonyum siilfat 1 3
X9 Mineral (g/1) NaCl 0.1 0.4
X10 Vitamin (pg/l) Tiamin 0 1000
X11 Karigtirma (rpm) 0 200

Secilen izolatlarin (OBCC 2002 ve OBCC 1031) statin iiretimi derin kiiltiir

fermentasyonu ic¢in de Cizelge 2.5° de gosterilen tasarim uygulanmistir Cizelge 2.6’
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deki degiskenler ve oranlari kullanilarak Plackett-Burman tasarimi ile olusturulan
besiyeri igerikleri 250 ml’ lik erlenlere 100 ml aktarilmistir. Sterilizasyondan once
besiyerlerinin pH” s1 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilarak 6.0’ ya ayarlanmistir.
Erlenlerin agz1 pamuk tipa, tipanin iizeri de aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Bu
sekilde hazirlanan besiyeri 121 °C’de ve 1.1 atm. basingta 15 dakika siire ile otoklavda
steril edilmisgtir.

Her iki izolatin inokiilant hazirlig1 icin, PDA besiyerinde biiyiitiilen izolatlardan
5 adet misel diski PMP besiyerlerine aktarilarak 4 giin 28 °C’ de 100 rpm calkalamali
etlivde inkiibe edilerek makrofungus misellerinin gelisimi saglanmistir. Daha sonra
steril kabinde besiyeri siiziilerek ve steril dH,O ile miseller yikanarak toplam hacim
steril dH,O ile 100 ml’ ye ayarlanir. Elde edilen hiicre siispansiyonu steril kosullarda
homojenizatér (Heidolph SilentCrusher M) ile homojenize edilmistir. Elde edilen
inokiilant, petrilerde bulunan kati besi ortamlar1 iizerine % 4 (v/w) oraninda inokiile
edilmistir. Inokulasyon esnasinda inokiilantin petrinin her yerine homojen bigimde
yayilmasi saglanmistir. Bu yolla hazirlanan kiiltiirler, PB tasarimina gore derin kiiltiir
fermentasyonu ve kat1 faz fermentasyonu tipinde 28 °C’ de 6 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her besiyeri bilesiminden elde edilen lovastatin
degerleri Statistica 8 paket programi ile analiz edilerek lovastatin {iretimi {izerine en
etkili olan bagimsiz degiskenler belirlenmistir. Plackett-Burman tasarimi ile bagimsiz
degiskenlerin lovastatin iiretiminde etkili olanlar1 belirlendikten sonra, cevap yiizey
metodolojisi ile lovastatin {iretimi icin bu degiskenlerin optimal seviyeleri

belirlenmistir.

2.2.3.2.Lovastatin iiretiminde etkin besiyeri bilesen/kosul seviyelerinin belirlenmesi

Lovastatin iiretiminde etkin besiyeri bilesen/kosul seviyelerinin belirlenmesinde
cevap yiizey metodu kullanilmistir. Bu metoda gore onemli bulunan 2 degiskenin
seviyelerini belirlemede full faktoriyel, 3 degiskenin seviyelerini belirlemede ise Box-
Behnken deney tasarimi kullanilmaktadir. Bu ¢calismada OBCC 2002 izolatinin kat1 faz
fermentasyonunda PB metodu ile 2 bagimsiz degisken se¢ilmis olup, bu degiskenlerin

etkisi full faktoriyel deney tasarimi ile aragtirllmigtir. Bu degiskenler igin +1 (yiiksek), 0
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(orta), -1 (dusilik) olmak lizere 3 diizey test edilmistir (Cizelge 2.7). Bu sekilde farkli

kombinasyon ve miktarda besiyerleri hazirlanmistir (Cizelge 2.8).

Cizelge 2.7. Full faktoriyel deney tasariminda kullanilan oranlar (SSF)

Degisken Duzey
-1 0 +1
(X2) Arpa (g) 2 S 8
(X10) Partikiil Boyutu (mm) 0.5-1 1-2 2-4

Cizelge 2.8. Full faktoriyel deney tasarimu ile olusturulan besiyerleri (SSF)

Besiyeri o o
Arpa (g) Partikiil Boyutu (mm)
1 8 2-4
2 8 05-1
3 8 1-2
4 5 2-4
5 5 05-1
6 5 1-2
7 2 2-4
8 o) 05-1
9 o) 1-2

Full faktoriyel deney tasarimi ile olusturulan besiyerleri distile su (dH»O) ile
toplam nem %70 olacak sekilde nemlendirilmistir. Full fakoteriyel tasarima gore
hazirlanan besiyerleri PB’ da yapildigi gibi steril edilerek izolat OBCC 2002’ nin
inokiilasyonu saglanmistir. Inkiibasyon sonunda lovastatin ekstraksiyonu yapilarak
tiretilen miktarlar hesaplanmis ve Statistica 8 paket programi yardimiyla degiskenlerin

etkileri belirlenmistir.
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Izolat OBCC 2002 igin derin kiiltiir ile fermentasyonunda Box-Behnken tasarimi
ile 3 degisken ve +1 (yiiksek), O (orta), -1 (diisiik) olmak {izere 3 seviye test edilmistir.
Deneysel tasarimda kullanilan bagimsiz degiskenler ve oranlari, olusturulan besiyerleri

Cizelge 2.9 ve Cizelge 2.10° da sunulmustur.

Cizelge 2.9. OBCC 2002 izolat1 i¢in Box-Behnken tasariminda kullanilan degiskenler

ve diizeyleri (SmF)
Degisken Duzey
-1 0 +1
(X3) Glikoz (g/L) 1 3 5
(X7) Pepton (%) 0 0,5 1
(X11) Karistirma hizi (rpm) 0 100 200

Cizelge 2.10. OBCC 2002 izolat1 i¢in Box-Behnken tasarimi ile olusturulan besiyerleri
(SmF)

o X2 X7 Xi1
Besiyeri
Glikoz (g/L) | Pepton (%) | Karistirma hizi (rpm)

1 3 1 200
2 3 0.5 100
3 1 0.5 0

4 3 0.5 100
5 1 0 100
6 3 0 0

7 3 0.5 100
8 3 1 0

9 5 1 100
10 1 1 100
11 3 0.5 100
12 5 0.5 200
13 5 0.5 0

14 1 0.5 200
15 3 0 200
16 5 0 100
17 3 0.5 100
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Izolat OBCC 1031 iginse, her iki kiiltiir tipi i¢in de Box-Behnken tasarimi ile 3
degisken ve +1 (yiiksek), 0 (orta), -1 (diisiik) olmak iizere 3 seviye test edilmistir.
Besiyeri tasariminda kullanilan degiskenler kati faz kiiltiir sistemi i¢in Cizelge 2.11 ve
Cizelge 2.12° de, derin kiiltlir sistemi i¢in ise Cizelge 2.13 ve Cizelge 2.14° de

sunulmustur.

Cizelge 2.11. OBCC 1031 izolat1 i¢in kat1 faz kiiltlir sisteminde (SSF) Box-Behnken

tasariminda kullanilan degiskenler ve diizeyleri

Degisken Duzey
-1 0 +1
(X2) Arpa (g) 2 5 8
(Xs) Yeast ekstrakt (%) 0 0.5 1
(Xj0) Partikiil Boyutu (mm) 0.5-1 1-2 2-4

Cizelge 2.12. OBCC 1031 izolat1 i¢in kat1 faz kiiltlir sisteminde (SSF) Box-Behnken

tasarimi ile olusturulan besiyerleri

o X2 X3 X0
Besiyeri
Arpa (g) | Yeast ekstrakt (%) | Partikiil Boyutu (mm)

1 5 1 2-4
2 5 0.5 1-2
3 2 0.5 05-1
4 5 0.5 1-2
5 2 0 1-2
6 5 0 05-1
7 5 0.5 1-2
8 5 1 05-1
9 8 1 1-2
10 2 1 1-2
11 5 0.5 1-2
12 8 0.5 2-4
13 8 0.5 05-1
14 2 0.5 2-4
15 5 0 2-4
16 8 0 1-2
17 5 0.5 1-2




36

Cizelge 2.13. OBCC 1031 izolat1 i¢in derin kiiltiir sisteminde (SmF) Box-Behnken

tasariminda kullanilan degiskenler ve diizeyleri

<. Diuzey
Degisken 1 0 1
(X3) Glikoz (g/L) 1 3 5
(Xs) Yeast ekstrakt (%) 0 0.5 1
(X11) Karistirma hiz1 (rpm) 0 100 200

Cizelge 2.14. OBCC 1031 izolat1 i¢in derin kiiltlir sisteminde (SmF) Box-Behnken
tasarimi ile olusturulan besiyerleri

o X2 Xs Xi1
Besiyer1
Glikoz (g/L) | Yeast ekstrakt (%) | Karistirma hiz1 (rpm)

1 3 1 200
2 3 0.5 100
3 1 0.5 0

4 3 0.5 100
5 1 0 100
6 3 0 0

7 3 0.5 100
8 3 1 0

9 5 1 100
10 1 1 100
11 3 0.5 100
12 5 0.5 200
13 5 0.5 0

14 1 0.5 200
15 3 0 200
16 5 0 100
17 3 0.5 100

Cevap ylizey metodolojisinden Box-Behnken deney tasarimi ile olusturulan
besiyerleri Plackett-Burman deney tasariminda yapildig1 gibi steril edilerek izolatlarin
inokiilasyonu yapilmistir.

Her iki izolatin optimizasyondan Once lretilen lovastatin miktari, kat1 faz
fermentasyonu i¢in %70 nemlendirilmis bugday kepegi, derin kiiltiir fermentasyonu i¢in
de yeast laktoz agarin, agar ecklemeden sivi besiyeri olarak kullanilmasiyla

arastirilmistir.
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2.2.3.3. Analitik yontemler
2.2.3.3.1. Statinin kantitatif tayini

2.2.3.3.1.1. Ekstraksiyon

Katt faz fermentasyonundan sonra {retilen statinin  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Fermentasyon besiyeri iyice karistirildiktan sonra 1 gram alinarak 5
ml etil asetatla siispanse edilmistir. 70 °C ve 180 rpm’ de 1.5 saat ¢alkalanmistir.
Karigim 3.000xg’ de 8 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant (1 ml) ayr1 bir santrifiij
tipline toplanmistir. 80 °C’ de vakum uygulamaksizin konsantre edilerek 1 ml
asetonitrilde ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen statin ¢ozeltisi 0.45-pum filtreden gegirilerek
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) icin hazir hale getirilmistir (Sayyad et al.,
2007; Panda et al., 2008; 2009).

Sivi faz fermentasyonundan sonra da benzer olarak iretilen statinin
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Fermente besiyeri sivisinin misellerden ayrilmasi i¢in
daha once kuru agirlig: tartilmig filtre kagitlart (Whatman No. 1) ile siiziilmiistiir. Elde
edilen fermente sivisinin pH’ s1 %10’ luk HCI ile 3.0’ e ayarlanmistir. Asidik hale
getirilen s1v1 esit hacimde etil asetat ile 2 saat calkalanarak ekstraksiyon yapilmistir.
Elde edilen ekstrakt 1500 x g’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra organik faz
(sipernatant) ayr1 bir santrifiij tiipine toplanmistir. Siipernatant 80 °C’ de vakum
uygulamaksizin konsantre edilerek 1 ml asetonitrilde ¢oziilmiistiir. Elde edilen statin
cozeltisi 0.45-pum filtreden gegirilerek yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) igin
hazir hale getirilmistir (Samiee et al., 2003; Jaivel and Marimuthu 2010).

2.2.3.3.1.2. Tayin

Fungal ekstraktlarda statin varligt ve miktar tayini i¢in yiiksek basingli sivi
kromotografisi (HPLC - High Pressure Liquid Chromatography) kullanilmistir. Bu
amagla ikili gradiyent sistemi olusturulmustur. Kullanilan HPLC parametreleri ve

ozellikleri Cizelge 2.15° te gosterilmisgtir.
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Cizelge 2.15. Kullanilan HPLC cihaz1 6zellikleri ve kosullari

HPLC cihaz | SHIMADZU SPD 20A
prominence
| Kontrol
SCL-10AVP

Unitesi

Degaz Unitesi | pGU-14A

Pompa

Unitesi LC-10ADVP

Manuel

Enjektor 77251

gf:;llf:‘ml CLASS-VP 6.1
Dedeksiyon UV dedektor (238 nm)

250 mm x 4.6 mm C18 kolon (ters faz)

Kolon ozelligi 5 um partikiil boyutu

Akis hiza 1.5 ml/min

Kolon sicakhig: 45 °C

Enjeksiyon hacmi 20 ul

Hareketli faz Asetonitril : %0.1 fosforik asit ¢ozeltisi

(65:35, v/v)

Cogu statinler pH’ a bagli olarak iki farkli forma sahiptirler. Alkali kosullarda -
hidroksi asit formunda iken asidik kosullarda lakton formunda bulunurlar. Lovastatinin
miktar tayini HPLC’ de yapilirken B-hidroksi asit formu ile analiz yapilmistir. Standart
lovastatin ¢ozeltisi I, agik B-hidroksi asit formu stabil olmadigindan taze hazirlanmistir.
Hareketli faz ve Ornekler sisteme verilmeden Once degaz edilmistir. HPLC cihazina
ornekler asetonitrile dayanikli 0.45 pum filtreden gecirildikten sonra enjekte edilmistir.
Her bir analiz i¢in ii¢ tekrar yapilmistir. Sistem, metanol:su (50:50; v/v) ¢ozeltisi ile
temizlenmistir. Elde edilen veriler kromotogram olarak kaydedilerek, piklerin alan

hesaplar1 sonucunda lovastatin miktar tayini yapilmistir.
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2.2.3.3.2. Total biyokiitle tayini

Kat1 faz fermentasyonunda total biyokiitle, spektrofotometrik bir yontem olan
glukozamin tayin yontemiyle belirlenmistir (Desgranges et al., 1991). Homojen olacak
sekilde karistirilmig fermente besiyerinden 1 gram alinarak dH,O ile yikanmustir.
Yikanan 1 gram substrat-hiicre karisimi, 50 ml 5 M H,SOy, ile 15 dk calkalandiktan
sonra 5000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilmistir. Tiiplerin i¢indeki asit dokiilerek pellet

dH,O ile 2 kez yikanarak, 10 ml 10 M HCI ile 20 °C’ de 16 saat bekletilmistir. Sonra

toplam hacim 50 ml olmasi igin tizerine 40 ml dH,O eklenerek 130 °C’ de 2 saat

otoklavda bekletilerek hidroliz tamamlanmistir. Soguyan hidrolizatin 6énce 10 M NaOH
ile pH metrenin Olcebilecegi degere getirildikten sonra pH’ s1 0.5 M NaOH ile 7’ ye
ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyona esit hacimde (1.5 ml) % 5 NaNO; ve % 5

KHSOy4 eklenerek karisim 15 dk galkalanmistir. 1500 g’ de, 2 dk, 4 °C’ de santrifijj

edildikten sonra elde edilen supernatanttan 1.5 ml’ lik 2 6rnek alinmistir. Bunlarin her
birine 0.5 ml % 12.5 NH4SO;NH; eklenerek 5 dk ¢alkalanmistir. Uzerlerine 0.5 ml %
0.5 MBTH eklenerek 3 dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Soguduktan sonra 0.5
ml % 5 FeCl, eklenerek 30 dk bekletilmistir. 30 dk sonunda 650 nm’ de kuvars kiivette
optik yogunluk okutulmustur. Ticari olarak satin alinan glukozamin-HCIl standart,
distile su kor olarak kullanilmistir. Glukozamin degeri pg glukozamin/mg kuru agirlik
olarak ifade edilmistir Derin kiiltiir fermentasyonunda ise miseller filtrasyon sonucunda

toplanarak 70 °C’ de 24 saat kurutularak tartilmistir.

2.2.3.3.3. Son pH’ nin belirlenmesi

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen filtratlarda bulunan lovastatinin dogru
miktar tayini yapilabilmesi i¢in filtratlar asidiklestirilmelidir. Bu amagla filtratlarin son
pH’s1 belirlenmistir. Kat1 faz fermentasyonundan elde edilen fermente karigimdan 1
gram almarak 10 ml dH,O ile 1 saat ¢alkalanarak sulu siispanse elde edilmistir.
Siispanse filtre kagidindan siiziilerek pH metre (Eutech Ion 510) ile filtratin pH’s1

Olciilmiistiir. Derin kiiltiir yonteminde ise dogrudan siiziilen filtratin pH’ s1 6l¢lilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. Statin iireticisi makrofunguslarin yar1 kantitatif yontem ile secilmesi

Statin trettigi bilinen 4 fungus izolatinin (Monascus purpureus NRRL 1596,
Aspergillus terreus NRRL 255, Penicillium citrinum NRRL 1842 ve Pleurotus
ostreatus HK 35) YLA’ da statin liretimi saglanarak inkiibasyon sonunda iki farkli
ekstraksiyon yontemi (Yontem I ve Yontem II) karsilastirnlmigtir (Sekil 3.1). Bu
yontemlerin uygulanmasi sonucu elde edilen ekstraktlardaki olasi statin varligi agar
plak diflizyon yontemi kullanilarak kalitatif ve yar1 kantitatif olarak belirlenmistir
(Kumar et al., 2000; Vilches Ferron et al., 2005). Elde edilen kalitatif ve yar1 kantitatif
verilere gore ekstraksiyon yontemi olarak daha verimli bir yontem oldugu belirlenen

Yontem I segilmistir.

Yontem I Yontem 11

Sekil 3.1. Yontem I ve Yontem II ekstraktlarindaki olasi statinin N.crassa inhibisyon
zonlar1

Taramaya alman makrofunguslarin lovastatin  iiretim potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla oncelikle YLA besiyerine ekilerek olasi statin iiretiminin
indiiklenmesi saglanmustir. Inkiibasyon sonucunda ekstraksiyon ydntemi olarak verimli
bulunan Yontem I kullanilmigtir. Zon olusumu goriilen makrofungus kiiltiirlerinin
ekstraktlar statin {iretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2, Sekil

3.3). Olusan zon ¢aplar1 kumpas ile dl¢lilerek mm cinsinden kaydedilmistir.
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Sekil 3.2. Elde edilen bazi ekstraktlarin C.albicans inhibisyon zonlari. Sirastyla zon
olusturan makrofunguslar; (1) OBCC 5008, (3) OBCC 23, (6) OBCC 2002, (8) OBCC
03, (9) Pozitif kontrol (0.5 mg/ml), (10) OBCC 1031, (25) OBCC 2001, (26) NRRL
255, (27) NRRL 1596, (28) NRRL 1841, (30) OBCC 5022, (57) HK 25, (60) OBCC 06,
(61) ME496
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Sekil 3.3. Elde edilen bazi ekstraktlarin N.crassa inhibisyon zonlari. Sirasiyla zon
olusturan makrofunguslar; (2) OBCC 03, (19) OBCC 5022 , (21) Pozitif kontrol (0.5
mg/ml), (22) OBCC 5008 , (62) OBCC 2001, (63) OBCC 5008, (65) OBCC 2002, (66)
ME496, (67) OBCC 1031, (80) NRRL 1596, (81) HK 25, (82) OBCC 06, (83) NRRL
255, (84) NRRL 1841, (85) OBCC 23

Yar kantitatif tayin i¢in farkli derisimlerde hazirlanan lovastatin standartlarinin
zon ¢aplar1 ayn1 yontemle belirlenmis ve derisime karsi bu 6l¢iim sonuglar1 grafige

gecirilerek bir standart egri elde edilmistir (Sekil 3.4).



inhibisyon zon capi (mm)
[y
LN

(a)

y=2,0503x+ 12,933
R*=0,9906

4 6 & 10
Lovastatin konsantrasyonu (ug)

20
18
16
14
12
10

inhibisyon zon ¢api {mm)

Lo T S T N B+ |

(b)

y=1,6251x+4,2167
R =0,9909

4 6 8 10
Lovastatin konsantrasyonu (ug)
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Sekil 3.4. Lovastatin standartlarinin (a) C.albicans ve (b) N. crassa inhibisyonu ile

olusturulan standart egrileri

Olusturulan standart egrinin formiilleri kullanilarak Olgiilen zon caplart ile olasi

lovastatin miktar1 hesaplanmistir. Sekil 3.5 ve Sekil 3.6 da agar difiizyon plak

yonteminde elde edilen zonlara gore hesaplanan olasi lovastatin miktarlar1 standart egri

lizerinde verilmistir. Taranan izolatlarin biyotayinin de kullanilan C.

albicans

inhibisyon zon ¢aplari, N. crassa’ nin inhibisyon zon caplarindan daha kiigiik oldugu

goriilmiistiir. Bu nedenle hesaplanan olasi lovastatin miktarlar1 farklilik géstermektedir

ancak izolatlarin arasindaki siralama degismemistir.
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Sekil 3.5. C.albicans inhibisyonu sonucu pozitif sonug¢ veren izolatlarin olasi lovastatin
miktarlari

35 o
NREL 1596
30 1 HK3S o w
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- 96
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Lovastatin miktari {ug)

Sekil 3.6. N.crassa inhibisyonu sonucu pozitif sonu¢ veren izolatlarin olasi lovastatin
miktarlari
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Taranan 136 makrofungus izolati arasindan olasi lovastatin iiretimi potansiyeline
sahip pozitif izolatlarla birlikte 15 izolat belirlenmistir. Taranan izolatlardan 33 izolat
YLA besiyerinde biiyiime gostermemistir. Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’ da taranan izolatlardan
OBCC 1031, OBCC 5008, OBCC 03 ve ME 496 izolatlarinin olas1 lovastatin miktari
pozitif kontrollere yakin oldugu goriilmektedir. Ancak bu elde edilen zonlarin nedeni
statin disinda baska bilesiklerden kaynaklandigi da diisiiniilmektedir. Bu nedenle pozitif
sonu¢ veren izolatlarin ekstraktlarinda lovastatin olup olmadigi ince tabaka

kromotografisi ile belirlenmistir.

3.2, Statin iiretiminin onaylanmasi

Agar disk diflizyon yontemi ile segilen  makrofunguslarin,  test
mikroorganizmalarina kars1 sagladiklari inhibisyon zonlarmin statin kaynakli olup
olmadigi, ince tabaka kromatografisi ile belirlenmistir. Bu amacla, makrofungus
izolatlarinin ekstraktlari, standart lovastatin ile ince tabaka kromatografi plakalarinda
birlikte degerlendirilmistir. Cizelge 3.1. lovastatin standardinin farkli hareketli
fazlardaki Rf degerlerini ifade etmektedir. Fungal ekstraktlardaki lovastatinin ince
tabaka kromatografik analizinde Rf degeri 0.85 yiiksek olan hareketli faz A

kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli hareketli fazlarda lovastatin standardinin Rf degerleri

Hareketli faz Lovastatin standardi Rf degeri

A 0.85

B 0.57

A: Diklorometan etil asetat (70:30 v/v)
B: Etil asetat: Hekzan: asetik asit (70:30:6)

Test suslar1 C.albicans ve N.crassa’ nin inhibisyonuna neden olan 11 fungal
ekstraktan 6 tanesinin igerisinde lovastatin oldugu standardin Rf degeri ile ekstraktlarin

Rf degerlerinin karsilagtirilmasiyla onaylanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Fungal ekstraktlarin ince tabaka kromotografik analizleri

OBCC 2001 (Lenzites betulina), OBCC 2002 (tanimlanmamis izolat), OBCC
1031 (P. ostreatus), OBCC 5022 (Trametes versicolor), OBCC 5023 (Trametes
versicolor) P. chrysosporium ME 496 pozitif sonug, OBCC 03 (Ganoderma sp.), OBCC
06 (Clavariadelphus truncatus ), OBCC 23 (Pycnoporus cinnabarius), OBCC 5008
(Ganoderma lucidum), OBCC 5039 (Ganoderma sp.) negatif sonu¢ vermistir.
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3.3. Statin iiretiminin deneysel tasarim yontemleri optimizasyonu

Tarama sonucu segilen OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlar1 tarafindan statin
liretiminin optimizasyonunda derin kiiltlir ve kat1 faz fermentasyonu olmak iizere iki
farkli kiltiir yontemi kullanilmigtir (Sekil 3.8). Her kiiltiir yontemi i¢in lovastatin
iretimini etkileyen besiyeri icerikleri ve kosullari ile bunlarin seviyeleri ve aralarindaki

etkilesimler belirlenmistir.

Kiltdr koleksiyonundaki bazi makrofunguslanin lovastatin
dretim yeteneklerinin taranmasi

# Taranan izolatlarin lovastatin Gretiminin onaylanmas
» izolat Segimi

F

f
= Lovastatin dretimini etkileyen besiyeri

H
Kati Faz iceriklerinin ve kosullarinin belirlenmesi ‘
2=l =ik e U = Etkili besiyeri ve kosullarin optimal
degerlerinin belirlenmesi Q !
1
sc/\!)\qj ;
\ GH, i H
« Lovastatin Gretimini etkileyen besiyeri CHy
Derin kiiltiir iceriklerinin ve kosullaninin belirlenmesi

N EE T« Etkili besiyeri ve kosullanin optimal o

degerlerinin belirlenmesi
1

Sekil 3.8. OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlar1 tarafindan statin liretim kosullarinin
optimizasyonu siireci
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Kati faz ve derin kiiltiir fermentasyonlar1 sonucunda fermente ortamdan
lovastatin ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen fungal ekstraktlardaki lovastatin varligi
ve miktar tayini yiiksek basingli sivi kromatografik (HPLC) yontemle analiz edilmistir.
Bunun i¢in, lovastatin standardi II (Sigma) ¢ozeltisinden farkli derisimlerde hazirlanan
bir seri ¢ozelti HPLC de analiz edilerek pik siiresi (retention time) ve alan 6lgiimleri
almmig ve derigime kars1 bu 6l¢iim sonuglart grafige gecirilerek bir kalibrasyon egrisi

elde edilmistir (Sekil 3.9).

1600000 -
1400000 -
o )
a 1200000 -
1000000 -
4 1 5 soo000 - y= 1328 2x- 43230
41 R?=0,9969 ﬁ|
600000 -
81 apo000 -
200000 -
)
0 200 400 00 800 1000 1200
Lovastatin konsantrasyonu (us'ml
a 5 vonu (pg'ml) A
(=]
1 ] 1 1 I I 1 1 1 ] L] 1 1 I I I I 1 1 ¥ ] )
] | § 3 4 5 ] ) ] 4 10 1

§tee (dk)

Sekil 3.9. Lovastatin standardinin HPLC kromotogrami ve bu kromatogramdan elde
edilen standart egri

HPLC analizine gore lovastatin standardinin pik verdigi zaman 8.76 dakika
olarak belirlenmistir. Orneklerdeki lovastatin miktarlari, kromatogramlardan elde edilen
esitlik yardimiyla pik siiresi ve alan verileri ile hesaplanmistir. HPLC standart egrisinin
yatay ekseni lovastatin konsantrasyonlar1 (pug/ml), dikey ekseni yiiksek basingli sivi
kromatografisi sonucu CLASS-VP 6.1 (Shimadzu) programiyla hesaplanan alan

degerleri yer almistir.
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Sekil 3.10. (a) OBCC 2002 izolatinin, (b) OBCC 1031

izolatinin kati

faz

fermentasyonundan, (c) OBCC 2002 ve (d) OBCC 1031 izolatlarinin derin kiiltiir

fermentasyonundan elde edilen bazi ekstraktlarin HPLC kromatogrami

Fungal ekstraktlardaki lovastatin varligi standart lovastatin ¢ozeltisi II’ nin pik

stiresi 8.76 ile karsilagtirilarak belirlenirken, miktar tayini y = 1328.2x — 43230 esitligi
ile yapilmigtir (Sekil 3.9). Sekil 3.10° da goriildigi tizere 8.73 (a), 8.51 (b) ve 8.83 (¢),
8.64 (d) dakikalarinda goriilen pikler bazi1 fungal ekstraktlarda lovastatin varliini
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dogrulamistir. Bununla birlikte farkli dakikalarda goriilen piklerin fermentasyon
stirecinde lovastatin disinda bagka metabolitlerin {iretildigini veya safsizlik varligini
gostermistir.

Kat1 faz fermentasyonu sonucu fermente ortamda fungal biyokiitle miktarini
Olemek icin glukozamin tayin yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in, farkli derisimlerde
hazirlanan glukozamin standartlar1 650 nm dalga boyunda spektrofotometrik UV
Olciimleri alinmis ve derisime karsi bu dl¢iim sonuglar grafige gegirilerek bir standart
egrisi elde edilmistir (Sekil 3.11). Bu standart egri kullanilarak fermentasyon sonunda

biiyliyen fungal biyomas miktar1 hesaplanmuistir.

Absorbans

y=18281x+0,4474
0,5 A R?=0,9875

0 T T T T 1
0] 0,5 1 1,5 2 2,5

Glukozamin konsantrasyonu {Hg/g)

Sekil 3.11. Glukozamin standartlarina ait standart egri

3.3.1. OBCC 2002 izolat1 tarafindan statin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 2002 izolatinin lovastatin tiretiminde etkin kiiltiir yontemini belirlemek
amaciyla Plackett-Burman deney tasarimi kullanarak kati faz ve derin kiiltiir
fermentasyonu ile olusturulan besiyerlerinde misel gelisiminin besiyeri igerigine gore

degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 3.12; Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. OBCC 2002 izolatinin kat1 faz ve derin kiiltiir fermentasyonunda miselyal

geligimi

3.3.1.1. Kati faz fermentasyonu ile lovastatin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 2002 izolatinin kat1 faz fermentasyonu ile lovastatin iiretiminde etkili
olan bagimsiz besiyeri degiskenleri Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak
belirlenmistir. izolat OBCC 2002 tarafindan Plackett Burman Tasarim ile elde edilen

verilerin analiz sonuglar1 Cizelge 3.2° de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. OBCC 2002 izolatinin PB Deney Tasarimi Matrisi ve Lovastatin Miktar1

Lovastatin | Fungal

Deneme | X; Xo X3 X4 X5 Xg X7 Xg Xo Xjo Xii (mg/g) biyomas
(mg/g)

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +I 2.115 0.439
2 -1+ -1 41 +1 41 -1 -1 -1 +1 -1 0.485 0.647
3 -1 -1 41 -1 41 41 +1 -1 -1 -1 +1 0625 0.793
4 +1 -1 -1 41 -1 +1 41 +1 -1 -1 -1 0 0.519
5 -1+ -1 -1 41 -1 +1 +1 +1 -1 -] 0 0.663
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 41 -1 0 0.711
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 41 +1 +I1 0 0.554
8 +1 -1 -1 -1 41 -1 -1 41 -1 +1 +1 0.18 0.664
9 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 41 -1 +I1 1.685 0.772
10 [+1 +1 +1 -1 -1 -1 41 -1 -1 +1 -1 1.39 0.664
11 o I o S [ e B s s 0.98 0.737
12 +1 -1 +1 +1 +#1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 1.005 0.665

Kat1 faz fermentasyonunda bugday kepegi (X;, Varl), arpa (X,, Var2), piring
kavuzu (X3,Var3), misir (X4,Vard), yulaf (Xs,Vard), mineral tuz ¢ozeltisi (Xg,Varo6),
laktoz (X7,Var7), yeast ekstrakt (Xg,Var8), malt ekstrakt (Xo,Var9), partikiil boyutu
(Xj0,Varl0) ve “dummy” (X;;, Varll) olmak iizere 11 farkli bilesen/kosullarin
lovastatin iiretiminde etkileri Cizelge 3.3’ te verilmistir. Katsayilarin isareti (Regression
coefficient) ilgili degiskenin hangi diizeyinin lovastatin iiretimi {izerinde etkili oldugu
konusunda bilgi vermektedir. Pozitif etkiler (+) degiskenin {ist diizeyinin, negatif etkiler
(-) ise degiskenin alt diizeyinin etkili oldugunu ifade etmektedir. X;, X,, X3, Xg ve X
degiskenlerinin etkilerinin 0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiustiir (p<0.05). Cizelge 3.3’ e gore OBCC 2002 izolatinin lovastatin tiretiminde
Xy, Xi X3 ve Xj; degiskenlerinin st diizeylerinin, X3 degiskenlerinin de alt
diizeylerinin etkili oldugu goriilmektedir. PB deney tasarimi ile olusturulan kati1 faz
fermentasyonu ile OBCC 2002 izolatinin lovastatin tretiminde kat1 substrat olarak
sirastyla yiiksek seviyelerinde arpa, bugday kepegi ve piring kavuzunun artirict etkisi

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.3. OBCC 2002 izolatinin PB Deney Tasarimi Analiz Sonuglar1 (SSF)

Regr. Coefficients; Var.:Lovastatin; R-sqr=,84077; Adj:,7678 (LOW

11 Factar Screening Design; MS Residual=,005593%

OV: Lovastatin

Regressn | Std.Err. t{24) p -85 % +95,%
Factor Coeff. Cnflimt | CnflLimt
Mean/interc. | 0141444 0012472 11,34084| 0,000000) 0115703 0167183
(1)Var1 0071611 0,012472) 574169 0000006 0045870 0,09735
(2)Var2 0,080778 0012472 647666 0000001 0,055037 010651
(3 ar3 0,062944 0012472 504651 0000037 0037203 0,08868
(4)Vard 0,011778 0012472 0,94433 0354413 -0,013963 0,03751
(5)Var5 0,005944 0012472 0,47662 0,637945 -0,019797 0,03168
(6)\Varb 0,022275 0012472 1,78620 0,086708 -0,003463 0.04801
(TWar? -0,003556 0,012472 -0,28508 0778028 -0,029297 002218
(8)Var8 -0,031889 0,012472 -2 55681 0017310 -0,057630) -0,00614
(9 ard 0,018944 0,012472 1,51894 0141842 -0,006v97 0,04468
(10)Var10 -0,002056 0,012472 -0,16481 0870472 -0,027797 0,02368
(11)War11 0045111 0012472 361695 0001375 0019370 007085

Plackett-Burman deney tasarimi ile kat1 faz fermentasyonunda OBCC 2002 izolatinin
lovastatin iiretiminde kati substrat olarak arpanin ve partikiil boyutunun etkili oldugu
bulunmustur. Cevap ylizey metodu ile bu iki degiskenin birbirleri ile etkilesimlerinin ve
miktarlarinin lovastatin {iiretimine etkisi arastirllmigtir. OBCC 2002 izolatinin full
faktoriyel deney tasarimi kullanilarak kati faz fermentasyonunda lovastatin iiretimi ile
ilgili sonuglar Cizelge 3.4’ de verilmistir. RSM analizlerinde asagidaki kuadratik esitlik

kullanilmastir:
Y =p, +Zﬁixi + Z:Bijxixj + Z:Biixiz

Burada Y tahmin edilen tepki (yanit), By sabit terim, B kareli terimlerin katsayisi, [3;;
ikili etkilesimlerin katsayis1 ve Xx; aciklayict (bagimsiz) degiskenlerin kodlanmis
degerleridir. OBCC 2002 izolatinin full faktoriyel deney tasarimi ile kat1 faz

fermentasyonu sonucunda asagidaki esitlik elde edilmistir:

Lovastatin (mg) = 84.7065 — 15.3626X, — 32.0578X,%+ 1.6046X,0— 34.4086X 0" —
8.6796X,X
Cizelge 3.4’ de goriildiigli gibi en yiiksek lovastatin iiretimi (139.45 mg/g) 1-2 mm
partikiil boyutuna sahip 5 g arpa ile kati faz fermentasyonunda 0.26 mg/g fungal

biyomas ile gerceklesmistir.
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Cizelge 3.4. OBCC 2002 izolatinin Full Faktoriyel Deneysel Tasarimi, Deneysel ve
Tahmin Edilen degerler (SSF)

Besiyeri Arpa (@) Partilzﬂn]?)oyutu Lovastatin miktar1 (mg/g) Fung(ﬁ1 Z;t;)/ig)omas
Ongoriilen | Gozlenen
1 8 2-4 4.48 6.18 0.152
2 8 0.5-1 1.27 15.23 0.083
3 8 - 37.285 21.62 0.104
4 5 2-4 51.9 19.42 0.040
5 5 0.5-1 48.69 26.41 0.112
6 5 1 - 84.705 139.455 0.263
7 2 2-4 35.2 65.985 0.096
8 2 0.5-1 31.995 40.315 0.097
9 2 1-2 68.01 28.91 0.119

Cizelge 3.5. OBCC 2002 izolatinin Varyans ve Regresyon Analizi Sonuglari (SSF)

Degisim Kareler

Serbestlik

Kareler

kaynagi  toplami (SS) derecesi (SD) ortalamasi K P
Model 18468.48 5 3993.70 3.10 <0.001
Kalan 27059.95 21 1288.57

Toplam 45528.43 26

Belirlilik katsayis1 (R*) = 0.41, Korelasyon katsayisi (R) = 0.26

Cizelge 3.5 incelendiginde arpanin dogrusal ve karesel, partikiil boyutunun karesel

etkileri anlamli goriilmektedir. Partikiil boyutu ve arpanin etkilesimlerinin lovastatin

tiretiminde etkili oldugu full faktoriyel deney tasarimi ile desteklenmistir. Analiz sonucu

elde edilen dimensiyonel grafikte arpa ve partikiill boyutunun belirli miktarlarda

etkilesimleri sonucu iiretilen lovastatin miktarlar1 goriillmektedir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. OBCC 2002 izolatinin RSM tasarimu ile statin liretimi analizi (SSF)

Optimizasyon sonucunda partikiil boyutu 1-2 mm olan 5 g arpa ile yapilan kat1 faz
fermentasyonu ile OBCC 2002
gerceklestirilmistir.

izolatinin maksimum lovastatin  Uretimi

3.3.1.2. Derin Kkiiltiir fermentasyonu ile lovastatin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 2002 izolatinin derin kiiltiir fermentasyonu ile lovastatin {iretimini
etkileyen bagimsiz besiyeri degiskenleri de Plackett-Burman deney tasarimi ile
belirlenmistir. Derin kiiltiir fermentasyonunda elde edilen verilerin analiz sonuglari
Cizelge 3.6 da sunulmustur. Laktoz (X;, Varl), glikoz (X, Var2), gliserol (X3, Var3),
maltoz (X4, Vard), yeast ekstrakt (Xs, Var5), malt ekstrakt (X¢, Var6), pepton (X7, Var7),
amonyum siilfat (Xs Var8), NaCl (Xo, Var9), tiamin (X;o, Varl0) ve karistirma hiz1
(X11,Varll) olmak tizere 11 farkli degiskenin lovastatin {liretimine etkileri Cizelge3.7’
de verilmistir. Cizelge 3.6° da goriildiigi tizere OBCC 2002 izolatinin en yiiksek

lovastatin liretimi (9.468 mg/1) 10 numarali besiyeri ortaminda gergeklesmistir.
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Cizelge 3.6. OBCC 2002 izolatinin PB Deney Tasarim1 Matrisi ve Lovastatin Miktar1

Lovastatin Fungal

Deneme X] X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xg Xg X]() X11 (m /1) biyomas
s (mg/l)

1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 5.671 0.0141
2 -1+ -1 +#1 +&1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 0 0.0019
3 -1 -1 +#1 -1 +#1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 0 0.0089
4 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 0 0.0018
5 -1 +41 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 2.556 0.0019
6 -1 -1 +41 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 4.452 0.0004
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 2.080 0.0070
8 + -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 2.240 0.0077
9 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 7.071 0.0133
10 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 9.468 0.0016
11 -1 +1 +#1 +#1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 4.545 0.0058
12 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 1.704 0.0018

Cizelge 3.7. OBCC 2002 izolatinin PB Deney Tasarimi1 Analiz Sonuglar1 (SmF)

Regr. Coefficients; Var.:Lovastatin; R-sqr=,98659; Adj:.98045 (LD

11 Factor Screening Design; MS Residual=,0000002

OV: Lovastatin

Regressn | Std.Ermr. t(24) p -85 % +95.%
Factor Coeff. Cnflimt | Cnflimt
Mean/Interc. | 0,003361 0,000068 493980 0000000 0003221 000350
(1)War1 0,001025 0,000068 15,1052 0,000000 0,000837 0,00116
(2)Var2 0.001639 0,0000658 24 0866 0000000 0,001498 000177
(3)War3 0.0010258 0,000068 15,1052 0,000000 0,000887 0,00116
(4)Ward -0,000917 0,000068 -13,4722 0.000000 -0,001057 -0.00077
EVEL -0,001194  0,000068 -17 5547 0000000 -0,001335 -0.00105
(6)Warb -0.000472 0000068 -5,9402 0.000000 -0,000613 -0.00033
(T\War7 0.,000028 0,000068 04082 0686711 -0.000113 0,00016
(8)Var8 -0,000028 0,000068 -0,4082 0686711 -0,000168 0,00011
(9)Warld 0.000694 0,000068 10,2062 0000000 0,000554 0,00083
(10)War10 0.000583 0000068 85732 0000000 0000443 000072
(11)War11 0000250 0000068 36742 00011954 0000110 0,00039

Cizelge 3.7 ye gore OBCC 2002 izolatinin lovastatin tiretiminde X;, X,, X3, Xo, X10 Xi1

degiskenlerinin iist diizeyleri, X4, X5 ve X¢ degiskenlerinin de alt diizeyleri etkili

olmustur. PB deney tasarimu ile olusturulan derin kiiltiir fermentasyonu ile OBCC 2002

izolatinin lovastatin liretiminde karbon kaynagi olarak glikozun artirict etkisi oldugu

goriilmustir. Karistirma hizi arttikca lovastatin miktarinda artabilecegi goriilmektedir.

Tiamin ve NaCl yiiksek seviyelerinin lovastatin {iretimini olumlu yonde etkiledigi

goriilmiistiir. Plackett-Burman deney tasarimi ile derin kiiltiir fermentasyonunda OBCC
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2002 izolatinin lovastatin iiretiminde besiyeri bileseni glikoz ve pepton ile karistirma
hizinin lovastatin tiretiminde énemli degiskenler oldugu bulunmustur. Bu {i¢ degiskenin
birbirleri ile etkilesimlerinin ve miktarlarinin lovastatin iiretimine etkisi arastirilmstir.
OBCC 2002 izolatinin Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak derin kiiltiir
fermentasyonu ile lovastatin {iretimi sonuclar1 Cizelge 3.8’ de, lovastatin miktarlarinin

varyans ve regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 3.9° da verilmistir.

Cizelge 3.8. OBCC 2002 izolatinin Box-Behnken Deneysel Tasarimi, Deneysel ve
Tahmin Edilen degerler (SmF)

. .| Glikoz | Pepton | Karigtirma Lovastatin miktar1 (mg/1) Eungal
Besiyerl | “of) | (%) | izt (pm) e . biyomas
Ongoriilen Gozlenen (mg/1)
1 3 1 200 0 0 0.01426
2 3 0.5 100 0.75201 1.99134 0.00188
3 1 0.5 0 9.67709 12.5166 0.00985
4 3 0.5 100 0.75201 0 0.00169
5 1 0 100 1.36179 0 0.00223
6 3 0 0 1.47772 0 0.00083
7 3 0.5 100 0.75201 0 0.00700
8 3 1 0 1.89779 0.56009 0.00733
9 5 1 100 0 0 0.01311
10 1 1 100 1.50181 0 0.00073
11 3 0.5 100 0.75201 1.76872 0.00718
12 5 0.5 200 3.71802 0.87851 0.00231
13 5 0.5 0 1.7773 1.75321 0.01589
14 1 0.5 200 1.54542 1.56950 0.00220
15 3 0 200 0 0 0.00840
16 5 0 100 0 0 0.00135
17 3 0.5 100 0.75201 0 0.00187

Cizelge 3.9. OBCC 2002 izolatinin Varyans ve Regresyon Analizi Sonuclart (SmF)

Degisilvn Kareler Serbe?tlik Kareler F p
kaynag1  toplam (SS) derecesi (SD) ortalamasi

Model 329.7168 9 36.64 14.48 <0.001
Kalan 103.6241 41 2.53

Toplam 433.3409 50

Belirlilik katsayis1 (R?) = 0.75, Korelasyon katsayisi (R) = 0.69
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Cizelge 3.9 incelendiginde kullanilan modelin anlamli oldugu Lack of fit sinamasindan
anlasilmaktadir (F=14.48, p<0.001). Glikoz ve karistirma hizinin karesel etkisi
lovastatin liretiminde artirict etki gosterirken peptonun karesel etkisi azaltici etki

gostermistir. OBCC 2002 izolatinin Box-Behnken deney tasarimi ile derin kiiltiir

fermentasyonu sonucunda asagidaki esitlik elde edilmistir:

Lovastatin (mg) = 0.75201 -1.43180X, + 1.64371X,> + 0.07001Xs — 2.39572X5* —
1.54774X 1, + 1.78373X,,* + 2.51810X,X ;1 — 1.14002 Xs5X 1,

Sekil 3.14’° te glikoz, pepton ve karigtirma hizinin kombinasyonlart ile etkilesimlerini
gosteren grafik verilmistir. Cevap ylizey metodolojisi analizi sonucunda OBCC 2002
izolatinin lovastatin iiretimi i¢in derin kiiltiir fermentasyonunda kullanilan besiyeri

bilesenleri glikoz % 1, pepton % 0.5, NaCl 0.4 g/l, tiamin 1 mg/l ve karistirma hizi 0
rpm optimal olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.14. Izolat OBCC 2002 RSM tasarimu ile statin {iretimi analizi (SmF)

3.3.2. OBCC 1031 izolat1 tarafindan statin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 1031 izolatinin derin kiiltiir ve kat1 faz fermentasyonu ile lovastatin

iretiminde misel gelisiminin besiyeri igerigine gore degiskenlik gosterdigi gorilmiistiir
(Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. OBCC 1031 izolatinin kat1 faz ve derin kiiltiir fermentasyonunda miselyal
geligimi

3.3.2.1. Kati faz fermentasyonu ile lovastatin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 1031 izolatinin Plackett-Burman deney tasarimi kullanarak kati faz
fermentasyonu sonucu {iretilen lovastatin miktarlart Cizelge 3.10, istatiksel program

analizleri Cizelge 3.11° de sunulmustur.
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Cizelge 3.10. OBCC 1031 izolatinin PB Deney Tasarimi1 Matrisi ve Lovastatin Miktari
(SSF)

Lovastatin Eungal
Deneme X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xg Xg X10 X1 1 (mg /g) blyomas
(ng/g)
1 +1 +1 41 +1 +1 41 +1 +1 +1 41 41 0.195 0.652
2 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 41 -1 0.26 0.107
3 -1 -1 41 -1 41+l 41 -1 -1 -1+ 0.25 0.374
4 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 0.475 0.354
5 S I s e S L 0 N N R | 0.42 0.673
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 0.305 0.708
7 S e e ) B S S RS D) S | 0.24 1.070
8 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 0.175 0.735
9 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 0.3 0.607
10 +1 41 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 0.24 0.535
11 o I I S e B B e s 0.26 0.337
12 +1 -1 41 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 0.205 0.372

Cizelge 3.11. OBCC 1031 izolatinin PB Deney Tasarimi Analiz Sonuglar1 (SSF)

Regr. Coefficients; Var_:Lovastatin; R-sqr=,9959; Adj:,99402 (LOW

11 Factor Screening Design; MS Residual=,0000018

OV: Lovastatin

Regressn | Std.Emr. t(24) p -95 % +895 %
Factor Coeff. Cnflimt | CnflLimt
Mean/Interc. | 0056056 0000226 245 39586 0000000 0055580 005652
(1)War -0,002333 0,000226 -10,33597| 0,000000 -0.002799 -0.00186
(2)War2 0,000500 0000226  22156| 0,036452 0000034 0.00096
(3)War3 -0,006859 0,000226 -30,5267| 0,000000 -0.007355 -0.00642
(4)Ward -0.000944  0,000226  -4.1851| 0,000330 -0.001410 -0.00047
(B)Warh -0.005222 0,000226 -23.1412| 0,000000 -0.005685 -0.00474
(6)\Warb 0004222 0000226 15,7099| 0,000000 0003756 000463
(TWar¥ 0,005444 0000226 24 1259|0,000000 0004979 0.00591
(B)Ward 0005556 0000226 24 6183|0,000000 0005090 000602
(9)Ward 0,000167 0,000226  0,7385 0,467342 -0,000293 0,00063
(10)War10 -0,008278 0,000226 -36,6813| 0,000000 -0.008744 -0.00781
(11)Wari1 -0.008278 0000226 -36.6813 0.000000 -0005744 -0.007VE1

Cizelge 3.11 incelendiginde Xo degiskeni disindaki tiim degiskenlerin etkilerinin
0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Cizelge 3.12° ye gore OBCC 1031 izolatinin lovastatin iiretiminde X,, Xq, X7 ve Xg
degiskenlerinin iist diizeyleri, X;, X3, X4, X5, Xjo ve X;; degiskenlerinin de alt diizeyleri
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etkili olmustur. PB deney tasarimi ile olusturulan kati1 faz fermentasyonu ile OBCC
1031 izolatinin lovastatin tiretiminde kati substrat olarak arpanin artirict etkisi oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda ilave azot kaynagi olarak yeast ekstraktin da diisiik
seviyelerinde lovastatin iiretiminde olumlu etkilemistir.

Plackett-Burman deney tasarimi ile kati faz fermentasyonunda OBCC 1031
izolatinin lovastatin {iretiminde besiyeri bileseni arpa ve yeast ekstrakt ile partikiil
boyutunun énemli oldugu bulunmustur. Onemli bulunan bu ii¢ degiskenin birbirleri ile
etkilesimlerinin ve miktarlarinin lovastatin iiretimine etkisi arastirilmistir. OBCC 1031
izolatinin Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak kati faz fermentasyonunda

lovastatin liretimi ile ilgili sonuglar Cizelge 3.12 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.12. OBCC 1031 izolatinin Box-Behnken Deneysel Tasarimi, Deneysel ve
Tahmin Edilen degerler (SSF)

Yeast - S Fungal

Besiyeri | Arpa(g) | ekstrakt Bogi;tlﬂ?rﬂm) Iiovastatm miktart (mg/g) biyorgnas
(%) Ongoriilen | Gozlenen (mg/g)
1 5 1 2-4 10.49049 9,152 0,440
2 5 0,5 1-2 17.01339 5,813 0,164
3 2 0,5 0,5-1 25.72002 25,306 0,699
4 5 0,5 1-2 17.01339 14,681 0,402
5 2 0 1-2 8.58797 7,663 0,598
6 5 0 0,5-1 4.80725 6,145 0,551
7 5 0,5 1-2 17.01339 33,427 0,967
8 5 1 0,5-1 32.66452 33,917 0,818
9 8 1 1-2 18.79474 19,718 0,537
10 2 1 1-2 28.65961 27,820 0,537
11 5 0,5 1-2 17.01339 16,559 0,410
12 8 0,5 2-4 15.99428 16,408 0,332
13 8 0,5 0,5-1 37.14569 34,968 0,132
14 2 0,5 2-4 32.62216 34,798 0,128
15 5 0 2-4 12.73201 11,479 0,142
16 8 0 1-2 13.25063 14,089 0,248
17 5 0,5 1-2 17.01339 14,586 0,705

OBCC 1031 izolatinin fungal biyomas1 0.128 mg/g iken iiretilen lovastatin miktar
34.798 mg/g (6ngoriilen 32.622 mg/g) bulunurken fungal biyomas 0.132 mg/g iken
lovastatin miktar1 34.968 mg/g (6ngdriilen 37.145 mg/g) olarak bulunmustur. OBCC
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1031 izolatinin Box-Behnken deney tasarimi ile kati faz fermentasyonu sonucunda

asagidaki esitlik elde edilmistir:

Lovastatin (mg) = 17.0134 — 1.30055X, + 6.50341X,% + 6.40394X5 - 6.19356Xs” —
3.56232X 0 + 4.35374X ¢ - 3.63189 X, X5 — 7.01339 X, X0 - 7.52470 X5 X0

Cizelge 3.13. OBCC 1031 izolatinin Varyans ve Regresyon Analizi Sonuglar1 (SSF)

Degisitn Kareler Serbe§tlik Kareler ¥ p
kaynag1  toplami (SS) derecesi (SD) ortalamasi

Model 4074.581 9 452.73 6.40 <0.001
Kalan 2849.581 41 70.66

Toplam 6924.162 50

Belirlilik katsayis1 (R*) = 0.57, Korelasyon katsayis1 (R) = 0.48

Cizelge 3.13 incelendiginde modelin anlamli oldugu Lack of fit sinamasindan

goriilmektedir (F=6.40, p<0.001). Arpanin karesel yeast ekstraktin ise dogrusal etkileri

anlaml goriilmektedir.
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Sekil 3.16. (a, b,c) izolat OBCC 1031 RSM tasarimu ile statin {iretimi analizi (SSF)

Lovastatin {iretimini partikiil boyutunun etkilemedigi arpa ile yeast ekstraktin
etkilesimleri ile tiretimin etkilendigi belirlenmistir. Sekil 3.16° da ii¢ degiskenin (Arpa,
yeast ekstrakt ve partikiil boyutu) kombinasyonlari ile etkilesimlerini gosteren grafikler
verilmistir. Degiskenlerden birinin miktar1 sabit tutularak diger iki degiskenin
etkilesimleri sonucu olasi lovastatin miktar1 belirlenmistir. OBCC 1031 izolatinin kati

faz fermentasyonunda, arpa miktar1 (8 g) sabit tutuldugunda arpanin partikiil boyutu

64
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(0.5-1 mm) diisiik seviye de iken yeast ekstrakt miktarinin (% 1) yliksek seviyesinde
yiikksek lovastatin iiretildigi goriilmistiir (Sekil 3.16a). Bununla birlikte ilave azot
kaynagi olan yeast ekstraktin (% 1) diisiik miktarinda partikiil boyutu 0.5-1 mm olan
arpa miktar1 (8 g) arttik¢a, lovastatin iiretiminin yine arttig1 goriilmiistiir (Sekil 3.16b).

3.3.2.2. Derin Kkiiltiir fermentasyonu ile lovastatin iiretiminin optimizasyonu

OBCC 1031 izolatinin Plackett Burman Tasarimi ile derin kiiltiir fermentasyonu
sonunda lovastatin ve fungal biyomas analiz sonuclar1 Cizelge 3.14° de ve istatistiksel

analiz sonuglar Cizelge 3.15’ te sunulmustur.

Cizelge 3.14. OBCC 1031 izolatinin PB Deney Tasarimi Matrisi ve Lovastatin Miktar1
(SmF)

Lovastatin Fungal
Deneme X] X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xg Xg X]() X11 biyomas
(mg/1) (mg/l)

+1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 2.349 0.0150
-1 +41 -1 +#1 +&1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 2.122 0.0026
-1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 2.180 0.0123
+1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 1.793 0.0026
-1+ -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 2.536 0.0025
-1 -1 +#1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 1.936 0.0019

-1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 1.867 0.0138
+ -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 1.822 0.0121
+1 +41 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 1.878 0.0077
+1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 1.826 0.0036
-1 +1 +#1 +&1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 +1 1.827 0.0112
+1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 -1 13.801 0.0041

P m V0TI U W~

Cizelge 3.15° e gore OBCC 1031 izolatinin lovastatin iiretiminde X, ve Xs
degiskenlerinin st diizeyleri, X;, X3 ve X;; degiskenlerinin de alt diizeyleri etkili
olmustur. PB deney tasarimu ile olusturulan derin kiiltiir fermentasyonu ile OBCC 1031
izolatinin lovastatin liretiminde karbon kaynagi olarak glikozun artirict etkisi oldugu
goriilmustiir. Bunun yaninda azot kaynagi olarak yeast ekstraktin da yiiksek
seviyelerinde lovastatin iiretiminde olumlu etkilemistir. Karistirma hizinin diisiik
seviyesinin lovastatin miktarini artirdigr goriilmiistiir. Plackett-Burman deney tasarimi
ile derin kiiltiir fermentasyonunda OBCC 1031 izolatinin lovastatin liretiminde besiyeri

bileseni glikoz ve yeast ekstrakt ile karistirma hizinin 6nemli oldugu bulunmustur.
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Onemli bulunan bu ii¢ degiskenin birbirleri ile etkilesimlerinin ve miktarlarmin

lovastatin liretimine etkisi arastirilmistir.

Cizelge 3.15 OBCC 1031 izolatinin PB Deney Tasarim1 Analiz Sonuglart (SmF)

Regr. Coefficients; Var.:Lovastatin; R-sqr=,84516; Adj..77419
11 Factor Screening Design; MS Residual=0
DV: Lovastatin

Regressn | Std.Err. t[24) p -95,% +95.%
Factor Coeff. Cnflimt | CnfLimt
Mean/Interc. | 0,002139 0,000028 77.00000 0.000000 0.002082 0,002196
(1)Vart -0,000139 0,000028 -5,00000 0.000042 -0.000196 -0.000082
(2)War2 0.000139 0.000028 5,00000 0,000042 0.000082 0,000196
(3)Var3 -0,000139 0,000028 -5,00000 0.000042 -0.000196 -0.000082
(4)Ward 0.000028 0.000028 1.00000 0327287 -0.000030 0.000085
(5)Warh 0.000139 0.000028 5,00000 0,000042 0.000082 0,000196
(6)Warb 0,000028 0,000028 1,00000 0327287 -0.000030 0.,000085
(T War? -0.000028 0.000028 -1.00000 0327287 -0.000085 0.000030
(8)Vard -0.000028 0.000028 -1.00000 0327287 -0.000085 0.000030
(9)Ward -0.000028 0,000028 -1.00000 0327287 -0.000085 0.000030
(10)Var10 0.000028 0.000028 1.00000 0327287 -0.000030 0.000085
(11)Var11 -0,000139 0,000028 -5.00000 0.000042 -0.000196 -0.000052

Cizelge 3.16 OBCC 1031 izolatinin Box-Behnken Deneysel Tasarimi, Deneysel ve
Tahmin Edilen degerler (SmF)

. .| Glikoz Yeast Karistirma Lovastatin miktar1 (mg/1) }Tungal
Besiyeri (%) ekstrakt hizt (rpm) R . biyomas
(%) Ongoriilen Gozlenen (mg/)

1 3 1 200 112.1035 114.817 0.00997
2 3 0.5 100 12.2997 11.587 0.00283
3 1 0.5 0 2.1809 6.0458 0.01519
4 3 0.5 100 12.2997 6.1536 0.00264
5 1 0 100 9.3453 8.1948 0.00274
6 3 0 0 84.6001 81.885 0.00179
7 3 0.5 100 12.2997 33.456 0.01522
8 3 1 0 37.4903 40.362 0.01480
9 5 1 100 44.7423 45.892 0.00898
10 1 1 100 22.1699 15.432 0.00376
11 3 0.5 100 12.2997 0.670 0.01039
12 5 0.5 200 4.8043 0.939 0.00422
13 5 0.5 0 7.7899 3.767 0.02141
14 1 0.5 200 0 3.919 0.00244
15 3 0 200 4.7166 1.844 0.01074
16 5 0 100 0 4.027 0.00284
17 3 0.5 100 12.2997 9.630 0.00251
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OBCC 1031 izolatinin Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak kat1 faz
fermentasyonunda lovastatin iiretimi ile ilgili sonuglar Cizelge 3.16 ‘de verilmistir.
Cizelge 3.17° de varyans analizi ve regresyon analizi sonuglart verilmistir. OBCC 1031
izolatinin Box-Behnken deney tasarimi ile derin kiiltiir fermentasyonu sonucunda

asagidaki esitlik elde edilmistir:

Lovastatin (mg) = 12.2997 +2.6293X, — 24.9863X,” +15.0692Xs +31.0735X5> —
1.3176X,1 + 16.3544X 1,2 +8.6569 X, X5 — 0.1752 X, X1 + 38.6242 X5 X1,

Cizelge 3.17 incelendiginde modelin anlamli oldugu Lack of fit sinamasindan
anlagilmaktadir (F=82.27, p<0.001). Ayrica degiskenlerin tiim etkileri de istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.

Cizelge 3.17 OBCC 1031 izolatinin Varyans ve Regresyon Analizi Sonuglari (SmF)

Degisim Kareler Serbestlik Kareler

kaynagi toplami (SS)  derecesi (SD) ortalamasi K P
Model 47920.31 9 5324.48 82.27 <0.001
Kalan 2653.69 41 64.72
Toplam 50574 50

Belirlilik katsayis1 (R*) = 0.93, Korelasyon katsayisi (R) = 0.92

Lovastatin iiretiminde yeast ekstraktin artirici etkisi oldugu belirlenmistir. Karistirma
hizinin karesel etkisi ise lovastatin miktarin artirici yonde etkiledigi goriilmustiir. Sekil
3.17° te U¢ degiskenin (glikoz, yeast ekstrakt ve karigtirma hizi) kombinasyonlari ile
etkilesimlerini gosteren grafikler verilmistir. OBCC 1031 izolatimin derin kiiltiir
fermentasyon ortaminda besiyeri bileseni olan glikoz miktar1 % 3 oldugunda yeast
ekstraktin yiiksek seviyesi (% 1) ve karigtirma hizinin yiiksek seviyesi (200 rpm)

lovastatin liretimini artirict etki gostermistir (Sekil 3.17a,b,c).
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Sekil 3.17. (a, b, ¢) Izolat OBCC 1031 RSM tasarimu ile statin iiretimi analizi (SmF)
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Sonu¢ olarak, OBCC 2002 ve OBCC 1031 makrofungus izolatlariin
lovastatin iiretiminde etkin kiiltiir yontemi ve etkin besiyeri bilesen/kosullar1 deneysel
tasarim yontemleri ile belirlenmistir. Kat1 faz ve derin kiiltiir fermentasyon siirecinde
optimal kosullar saglandiginda lovastatin iiretim miktar1 6nemli Olciide degiskenlik
gostermistir (Cizelge 3.18).

Cizelge 3.18. Segilen izolatlarin optimizasyondan once ve sonra lovastatin miktarlarinin
karsilastirilmasi

Kat1 faz Derin kiiltiir
Kiiltiir tipi Fermentasyonu Fermentasyonu
(mg/g) (mg/l)
izolat kodu OBCC2002 | OBCC1031 | OBCC2002 | OBCC 1031
Optimize edilmeden 6nce 0.699 0.171 1.556 2.237
PB ile optimizasyondan sonra 2.115 0.475 9.468 13.801
RSM ile optimizasyondan sonra | 139.455 34.968 12.516 114.817

Cizelge 3.18” e gore OBCC 2002 izolat1 i¢in lovastatin iiretiminde etkin kiiltiir
yonteminin kat1 faz fermentasyonu, OBCC 1031 izolati i¢in lovastatin iiretiminde etkin
kiiltiir yonteminin derin kiiltiir fermentasyonu oldugu belirlenmistir. Plackett-Burman
deney tasarimi ile OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatinin lovastatin {iretimi kat1 faz
fermentasyonunda 3 kat, derin kiiltiir fermentasyonunda 6 kat arttirilmistir. Bu
kullanilan PB tasarim modelinin lovastatin {iretimine uygun bir model oldugu
goriilmiistiir. Kat1 faz fermentasyonunun full faktoriyel deney tasarimi ile OBCC 2002
izolatinin PB ile liretilen lovastatin miktarindan yaklasik 66 kat daha fazla lovastatin
elde edilmistir. Ayni kiiltiir tipinde Box-Behnken deney tasarimi ile OBCC 1031
izolatinin optimize edilmeden Once iiretilen lovastatin miktarindan 8 kat daha fazla
tiretimi saglanmigtir. OBCC 1031 izolatinin derin kiiltiir fermentasyonunda ayni Box-
Behnken deney tasarimi kullanilarak optimize edilmeden once iiretilen lovastatin

miktarindan yaklagik 51 kat daha fazla lovastatin elde edilmistir.
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3.3.3. Secilen izolatlarin 6zellikleri

(Calismamizin materyalini olusturan iki makrofungus 6rnegi, Eskisehir il sinirlari
icinde degisik lokalitelerden toplanarak dikaryotik misel formunda izole edilmis,
koleksiyon kodlart verilmis ve Fungikiiltir laboratuvar1 biinyesinde olusturulan

“Basidiomycetes Kiiltiir Koleksiyonu “na dahil edilmistir (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. OBCC 1031 (a) ve OBCC 2002 (b) izolatlarinin makro goriintiisii

OBCC 1031 izolat: 04.11.2008 tarihinde Anadolu Universitesi Yunus Emre
kampiisiinde bir Populus spp. tomrugu iizerinde (Dog. Dr. Mustafa Yamag tarafindan)
belirlenmis olup, OBCC 2002 izolat1 ise 22.01.2010 tarihinde Saricakaya’ da
Saricailyas ve Siikranli kdyleri arasinda Pinus nigra iizerinde (Onur Koyuncu ve O.
Koray Yaylaci tarafindan) belirlenmistir. Orneklerin tanilanma calismalar1 gecerli
literatiirler (Phillips, 1981; Moser, 1983) aracilig: ile siirdiiriilmiis olup OBCC 1031
izolat1 Pleurotus ostreatus olarak isimlendirilmistir. OBCC 2002 izolat1 ise geleneksel
yontemler ile isimlendirilememistir. Bu izolatin tanilanmasina yonelik molekiiler tabanl

caligmalar baglamis durumdadir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Statin grubu ilaglar, ¢agimiz hastaliklarinin neredeyse en Onemlisi olan
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Statinlerin ana
etkisi yiiksek LDL kolesterol degerlerini onemli dlgiide diisiiriip, kalp damar
hastaliklarinin gelisimini 6nlemesidir. Bunun disinda kalp damar hastalig1 olanlarda ise
bu hastalardaki istenmeyen damar problemlerinin olusumunu azaltmasi veya onlemesi
en bliylik avantajlarindan biridir.  Sekil 4.1° de kalitsal olmayan yiiksek risk
hiperkolesterolemi ve kalitsal hiperkolesterolemi hastalarinda Faz IIb calismalarinda
lovastatinin plazma kolesterolii iizerinde zaman ve dozun etkisi gosterilmistir (Tobert,

2003).

11

[ I I
Nomal | 40mg bid | Normal | 20mg gpm |
4001 I 1 1 I I
I | g [ RS
875 I [ =
| I ! &
a0 -] I I ) [ -
_,_ = I 1 I | - o]
- | I ! 1 A
b0 925 1 i —~ : o
= 1 ‘{— —I -8 oy
& 800 ] | | | 1]
i | : I | =
= o756 | 1 I 7T o
5 = 1 1 i | g
£ 2804 I i I =
7o I | | | =
B s ] 1 i | T
5 225 i I i i
ol 1 | I |
200 i i : i ! -5
o | | ] ! ;
175 T T 1 T T I T T T T T I
- =4 -2 o 2 4 & 8 0 12 14 16 18 20
Siire (Hafta)

—a— Kalitsal Hiperkolesterolenu —a— Kalitsal clmayan Hiperkolesterolenu

Sekil 4.1. Lovastatinin Faz IIb calismalarinda plazma kolesteroliin degisimleri. Bid;
giinde iki kez, gpm; giinde bir kez

Statinler glinlimiizde hem arastirma bazinda hem de piyasa bazinda en ilgi ¢ekici
fungal {riinlerden birisidir. Diinya genelinde statinlerin kullaniminin artmasi ve
statinlerin  kolesterol diistliriicii etkilerinin yani sira antifungal, antitimor gibi
Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte statinlere olan talep artmistir (Bolego et al.,
2002; Pepedil ve Giiven, 2009; Barrios-Gonzalez and Miranda, 2010). Bu nedenle
endiistriyel farmakoloji de statinler ve statinleri iireten organizmalar 6nemli hale

gelmistir (Seenivasan et al., 2008). Diinyanin cesitli lilkelerinde yiiksek lovastatin
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tiretim yetenegine sahip yeni makrofungus izolatlarinin bulunmasi amaci ile bazi
arastirmalar gergeklestirilmis olup bazi potent mikroorganizmalar belirlenmistir
(Gunde-Cimerman et al., 1993; Alarcon, 2003; Lee, 2006; Papaspyridi et al., 2007).
Ancak ilkemizde statin iiretimi konusundaki arastirmalar sadece bir derleme ile
stnirhidir (Erdogrul and Azirak, 2004). Yapilan calismalarda Aspergillus terreus’ un
yiilksek miktarlarda lovastatin iiretim yetenegi oldugu rapor edilmistir (Endo, 1979;
Albers-Schonberg et al.,1981; Casas Lopez et al., 2003; Atalla et al., 2008; Bafios et al.,
2009; Bizukojc et al., 2007; Barrios-Gonzalez et al., 2008). A. terreus bu potansiyeline
karsin lovastatinin biyosentez yol izinden kaynaklanan ve liretimini kisitlayan bazi
sekonder ko-metabolitler (mikotoksinler gibi) endiistriyel boyutta statin iiretiminde
kullanilmalarin1 kisitlar. Bu durum ticari lovastatin liretiminin saflastirma siirecinde
zorluk yaratmakta ve toksisite konusunda ek analizler yapilmasi gibi zorunluluklari
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle lovastatin {ireten ancak bir mikotoksin
tiretmeyen suslarin  segilmesi ya da gelistirilmesi, konu hakkindaki en son
egilimlerdendir. Bu amagla statin {ireten ve mimkiinse yenebilir makrofunguslarin
belirlenmesi lizerine bazi calismalar yapilmistir (Gunde-Cimerman et al.,, 1993;
Alarcon, 2003; Lee, 2006; Papasyridi et al., 2007). Makrofunguslarin lovastatin
tiretiminde zararli oldugu diisiinebilecek ko-metabolitlerin sentezlememesi 6zellikle

biiyiik 6l¢ekli iiretimlerde ekonomik ve biyoteknolojik kolaylik olarak goriilebilinir.

Bu caligmada da Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimiinde olusturulan “Makrofungus Kiiltiir Koleksiyonu”nda korunan 136
adet saf makrofungus kiltliriiniin sekonder metabolit olan HMG Ko A rediiktaz
inhibitorii liretme yetenekleri belirlenmistir. Daha sonra lovastatin liretme yetenegine
sahip 6 izolattan potansiyeli yliksek olan 2 izolat (OBCC 2002 ve OBCC 1031) sonraki
calismalar i¢in se¢ilmistir. Bu iki izolatin farkli kiiltiir tiplerinde lovastatin iiretimi i¢in
etkili olan degiskenler ve miktarlar1 istatiksel deney tasarimlari kullanilarak
arastirilmistir. Bu sekilde segilen izolatlarin fungal fermentasyonla lovastatin iiretiminin

optimizasyonu saglanmistir.
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4.1. Statin iireticisi makrofunguslarin yar1 kantitatif yontem ile se¢ilmesi

Taramaya alman 136 makrofungus izolatinin statin {retim potansiyelleri
arastirilmistir. Bunun i¢in ucuz, kolay ve ayni anda ¢ok sayida izolati taramay1 saglayan
Kumar et al. (2000) tarafindan gelistirilen agar plak difiizyon yontemi kullanilmistir.
Kullanilan yontemin sorunsuz bigimde ¢alismasi, ticari statin formu ve pozitif kontrol
olarak kullanilan mikroorganizmalar ile de onaylanmasi alinan sonuglara giivenmemizi
kolaylagtirmigtir.

Bu tarama yonteminde lovastatinlerin B-hidroksi asit formunun antifungal
ozelliginden yararlanilmistir (Macreadie et al., 2006). Lovastatinlerin -hidroksi lakton
formu suda ¢oziinemezken, B-hidroksi asit formu suda ¢oziinebilmektedir. Funguslar
tarafindan iretilen lovastatinlerin %90 kadar B-hidroksi asit formunda besiyerinde
bulunmaktadir. Bu nokta da lovastatin ekstraksiyon yontemi dnemli hale gelmistir.
Uretilen olas1 lovastatin miktarinin ekstraksiyonun da Vilches Ferrén et al. (2005)
tarafindan rapor edilen yontem I daha verimli bulunmustur. Agar disk diflizyon
yonteminde test mikroorganizmalarinin inhibisyonunda daha biiyiik zon vermesi, olasi
statini daha fazla miktarda ekstrakte ettigini goOstermistir. Bu nedenle sonraki
zamanlarda konu hakkinda yapilacak arastirmaklarda bu ekstraksiyon yonteminin
verimli bigimde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Yapilan bazi calismalarda lovastatinin bazi konsantrasyonlarinin cesitli fungal
organizmalarin biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Macreadie et al., 2006).
Bununla birlikte Neurospora crassa’ nin , B-hidroksi asit formuna kars1 diger fungal
organizmalardan daha duyarli oldugu bilinmektedir (Kumar et al., 2000). Neurospora
crassa’ nin duyarliligi az miktarda statin iiretimini bile belirleme avantaji saglamistir.
Bu calisma da bu nedenle N.crassa ve C. albicans olmak tlizere iki farkli test
mikroorganizmas1  kullanilarak  biiylimelerinin  inhibisyonu ile zon olusumu
gbzlenmistir. Yapilan tarama calismasi sonucunda 136 izolattan pozitif kontrol

suslariyla birlikte 15’ inin lovastatin iliretme yetenegine sahip olabilecegi belirlenmistir.
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4.2. Statin iiretiminin onaylanmasi

Agar plak disk diflizyon g¢alismasinda pozitif sonug¢ veren 15 izolattan elde
edilen ekstraktlarda antifungal 6zellige sahip bilesik ya da bilesiklerin lovastatin olup
olmadig1 ince tabaka kromotografisi (ITK) yontemiyle belirlenmistir. Ince tabaka
kromatografik analizde hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciiler ile konsantrasyonlari
yontemin giivenilirligini ve duyarliligini belirler. Bazi1 ¢alismalarda metanol ile
lovastatin ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlar1 kullanilarak ince tabaka analizi
yapilmistir. Ancak metanol B-hidroksi asit formunu yapisal olarak degistirdiginden
sonu¢ alimamamistir (Gunde-Cimerman et al., 1993; Shindia, 1997). Bu calisma da
ekstraksiyon sivisi olarak lovastatinin iyi ¢oziindiigii bilinen etil asetat kullanilmistir. Bu
nedenle ince tabaka kromatografisinde kullanilmak {iizere icerisinde etil asetatin farkl
konsantrasyonlar1 bulunan iki farkli hareketli fazin Rf degerleri belirlenerek lovastatin
icin uygun hareketli faz belirlenmistir. Coziicli polaritesinin iyi olmasindan dolay1
yiikksek Rf degeri veren hareketli faz A (Diklorametan: etil asetat, 60:40, (v/v)) tercih
edilerek ekstraktlarm ITK analizi yapilmistir. Lovastatin standardinin Rf degeri 0,85
olarak bulunmus ve fungal ekstraktlarinin Rf degerleri karsilastirilmistir. Boylece,
tarama asamasinda agar disk difiizyon yonteminde inhibisyon zonu veren ve statin
tiretiminden siiphe edilen 11 ekstraktan 6 tanesinde lovastatin oldugu ve dolayisi ile
inhibisyonun lovastatin kaynakli oldugu onaylanmigtir. Bunlardan OBCC 2001
(Lenzites betulina), OBCC 2002 (tanimlanmamis izolat), OBCC 1031 (P. ostreatus),
OBCC 5022 (Trametes versicolor), OBCC 5023 (Trametes versicolor) P.
chrysosporium ME 496 pozitif sonug, OBCC 03 (Ganoderma sp.), OBCC 06
(Clavariadelphus truncatus ), OBCC 23 (Pycnoporus cinnabarius), OBCC 5008
(Ganoderma lucidum), OBCC 5039 (Ganoderma sp.) negatif sonu¢ vermistir. Ince
tabaka kromatografisinde negatif sonu¢ veren izolatlarin zon vermesinin nedeni bu
izolatlarin antifungal 6zellige sahip lovastatin disinda bilesikler (ganoderik asit, vanillik
asit, klaverik asit gibi) liretebilmeleri oldugu diistiniilmiistiir.

En yiiksek lovastatin iireticisini bulmak iizere yapilan bir¢cok caligma vardir.
Literatiir incelendiginde bu calismalarda Aspergillus terreus’ un lovastatin iretim
yetenegi One c¢ikmaktadir (Endo, 2004). Shindia tarafindan 1997 yilinda Misir

topragindan izole edilmis 25 filamentoz fungusun mevinolin iiretim potansiyelini
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arastirilmistir. Bu calisma ile Aspergillus oryzae, A. terreus, Doratomyces stemonitis,
Paecilomyces vatioti, Penicillium citrinum, P. chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis
ve Trichoderma viridae’ nin mevinolin {rettigini belirlemistir. Bununla birlikte 4.
chrysogenum, A. fisheri, A. flavus, A. umbrosus, A. parasiticus, P. funiculosum, T.
viridae, T. longibrachiatum (Manzoni and Rollini, 1993; Samiee et al., 2003), P.
ostreatus, P. eryngii, P. djamor, P. salignus (Alarcon et al., 2003), Pleurotus
pulmonarius, Trametes versicolor, Agrocybe aegerita, Agaricus bisporus (Gunde-
Cimerman et al., 1993), Monascum ruber (Manzoni et al., 1999; Chang et al., 2002),
Monascus pilosus (Miyake et al., 2006) baz1 halofilik funguslarin (Vaupotic¢ et al., 2008)

ve aktinomisetlerin (Srinu et al., 2010) statin {iretim yetenekleri ortaya konulmustur.

4.3. Statin iiretiminin optimizasyonu

Calismanin bu asamasina kadar taranan izolatlarin ekstraktlarin olasi statinin
yart kantitatif analizi (agar plak difiizyon yontemi ile zon olusumunun goézlenmesi)
sonucu elde edilen pozitif izolatlarin bazilarinda lovastatinin varli§i ince tabaka
kromatografisiyle onaylanmistir. ITK analizinde pozitif sonu¢ veren izolatlarin
hangisinin yiliksek lovastatin iiretme potansiyeline sahip oldugu ise zon ¢aplarinin
hesaplanmasiyla bulunan olasi1 lovastatin miktarlariyla belirlenmistir. ITK analizinde
pozitif sonug verip olasi lovastatin miktar1 yiiksek olan OBCC 2002 ve OBCC 1031
izolatlarinin lovastatin iretimi i¢in etkin kiiltlir yoOntemleri belirlenmis ve

optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Ticari lovastatin tiretiminde kullanilan Monascus tiirleri tarafindan iretilen
sitrinin ve Aspergillus tiirleri tarafindan tretilen aflotoksin, lovastatin {iretiminde en
onemli ko-metabolit toksinlerdir. Bu durum ticari lovastatin {iretim siirecinde
saflastirma silirecinde zorluk yaratmakta ve toksisite konusunda ek analizler yapilmasi
gibi zorunluluklar1 beraberinde getirmektedir. Bu nedenle lovastatin iireten ancak bir
mikotoksin iiretmeyen suslarin segilmesi ya da gelistirilmesi, konu hakkindaki en son
egilimlerdendir (Ganrong et al., 2005; Tsukahara et al., 2009).

Lovastatin iiretiminde ¢esitli toksik metabolitlerin yan1 sira bazi tibbi ve ticari
Ooneme sahip metabolitlerin de (pigment, itakonik asit, geodin gibi) {iretildigi

bilinmektedir (Huang et al., 2006; Lai et al., 2007; Kasetsart, 2009). Yapilan bazi
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caligmalarda da lovastatinle birlikte iiretilen y-Aminobiitirik asitin (GABA) c¢ok
fonksiyonlu diyet destegi iiretimi amaglanmistir (Rajasekaran et al., 2009). Chen ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Cordyceps sinensi ve Agaricus blazei’
nin misel ve Agaricus bisporus’ un sapka formunun yiiksek miktarlarda lovastatin ve
GABA igerdigi rapor edilmistir. Kati faz fermentasyonunda lovastatin {iretimi i¢in
substrat olarak kullanilan bugday kepeginin nem miktar1 % 65 oldugunda nigerloksin,
%70 oldugunda siklosporin C ve mikofenolik asit iiretildigi bilinmektedir (Chen et al.,
2010). Bu bilesikler klasik tarama yontemleriyle belirlenebilir ve ko-metabolitlerle
lovastatin iiretiminin arttirilmasit saglanabilir. Bu c¢alismada da bu amagla hem toksik
ko-metabolit iiretim ihtimali az olan/olmayan hem de hazir besin kaynagi olarak
kullanilan baz1 makrofunguslarin statin tiretim yetenekleri arastirilmistir.

Bir¢ok sekonder metabolitin {iretiminde oldugu gibi lovastatin tiretimi de farkl
kiiltiir tipleri ile farkli kimyasal ve fiziksel kiiltiir kosular1 (pH, sicaklik, besiyeri icerigi,
inokulum) tarafindan etkilenmektedir. Bu nedenle de yiiksek {iriin elde etmek i¢in her
parametrenin optimizasyonu yapilmalidir. Ancak bu degiskenlerin etkisinin tek tek
arastirilmasi ¢aligmanin hem maliyetini hem de siiresini olumsuz yonde etkiler. Bu
nedenle bazi istatiksel deney tasarimlart gelistirilmistir. Giiniimiizde enzim, antibiyotik
gibi birgok sekonder metabolit {iiretiminin optimizasyonunda istatiksel tasarimlar
kullanilmaktadir. Son zamanlarda A. terrus tarafindan yiliksek lovastatin {retimini
saglamak amaciyla da Plackett-Burman ve cevap ylizey metodu tasarimlar
kullanilmaktadir. Bu calismada da Plackett-Burman deney tasarimi ile OBCC 2002 ve
1031 izolatlar1 tarafindan lovastatin iiretimini arttiran kosullar (karbon kaynag tipi, azot
kaynagi tipi, mineral madde tipi vb.), cevap ylizey metodu ile de bu degiskenlerden
etkili olanlarin etkin konsantrasyonlari basarili bicimde belirlenmistir. Caligmalarin
sonunda modellerden ongdriilen degerler ile deneyler sonucu gozlenen degerler arasinda
lineer iliskinin oldugu, diger bir deyisle dlciilen tepkilerin reaksiyon parametrelerinin
birbiriyle iligkisini basarili bir sekilde temsil ettigi goriilmiistiir (Panda et al., 2008;
Pansuriya and Singhal, 2010). OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlarinin kat1 faz
fermentasyonunda PB ve RSM tasarimlarinin uygulanmasi sonuncunda iiretilen
lovastatin miktarlarinin optimize edilmeden onceki lovastatin miktarlarindan yaklasik
70 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu yontemleri sonraki ¢aligmalarda

istatistiksel deney tasarimi uygulayacak arastirmacilara da dneriyoruz.
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Fermentasyon sonucu elde edilen ekstraktlardaki lovastatin tayini B-hidroksi
asit formu tzerinden yapilarak HPLC ile analiz edilmistir. Cilinkii kromatografik
kolonda B-hidroksi lakton formunun aksine B-hidroksi asit formu hareketli fazla daha
iyl uyum gostermektedir. HPLC metodu kolay, giivenilir, miktar tayini yapilabilinir ve
GC/MS, LC/MS gibi diger yontemlere gore daha ekonomiktir (Vuleti¢ et al., 2005;
Manzoni and Rollini, 2006; Nirogi et al., 2007). Elde edilen fungal ekstraktlardaki
statinin HPLC ile analizi sonucunda lovastatin piki disinda farkli pikler elde edilmistir.
Bunlarin bazilar1 lovastatin pikinden uzakta bazilar1 ise yakininda goriilmistir.
Lovastatin pikine yakin olan piklerin lovastatin biyosentezinde yer alan basamaklarda
iiretilen ara metabolitler (Manzoni et al., 1998) veya kiiclik modifikasyonlarla iiretilen
farkli statin formlar1 (Zhuge et al., 2008) olabilecegi diisiiniilmektedir.

Makrofungus izolatlar1 OBCC 2002 ve OBCC 1031 i¢in Plackett-Burman
deney tasarimi ile kati faz fermentasyonu ig¢in lovastatin iiretimini etkileyebilecegi
diisiiniilen kati substrat, bu substratin partikiil boyutu, ilave karbon ve azot kaynagi,
mineral istegi parametre olarak degerlendirilmistir. Yapilan ¢cogu calisma da lovastatin
tiretimi i¢in optimal pH’ nin 5-6 sicakligin 28 °C ve inkiibasyon siiresinin 6-7 giin
oldugu belirlenmistir (Shindia, 2001; Sayyad et al., 2007; Jaivel and Marimuthu, 2010).
Bu c¢alismada literatiirde genel gecerligi kabul edilmis olan bu parametreler sabit
tutularak diger parametreler lizerinde ¢alisilmistir.

Kati substrat olarak bugday kepegi, arpa, piring kavuzu, misir ve yulaf
kullanilmistir. OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlarinin lovastatin iiretiminde PB analiz
sonuclarina gore literatiirde yaygin olarak etkili oldugu diisiiniilen bugday kepeginin
(Ahamad et al., 2006; Jaivel and Marimuthu 2010) aksine arpanin etkili oldugu
goriilmustiir. Bununla birlikte Valera et al., (2005) tarafindan yapilan calismada ise
bugday kepegi-arpa karisiminda da lovastatin miktarinin arttig1 rapor edilmistir. Kati faz
fermentasyonunda substrat olarak pirincin, Monascus tiirlerinin lovastatin tiretimi
tizerine artirict etkisi (11 mg/g) oldugu rapor edilmistir (Xu et al., 2005). Bir¢cok calisma
da arastirilan mikrofunguslar (4Aspergillus terreus ve Monascus ruber) genellikle kati
substrat olarak bugday kepeginde, bu calisma da kullanilan makrofungus izolatlar1 ise
bilinenin aksine arpada yiiksek lovastatin tiretimi gézlenmistir.

Plackett-Burman deney tasarimi ile kat1 faz fermentasyonunda OBCC 2002 ve

OBCC 1031 izolatlar1 i¢in kat1 substrat olarak arpanin ve arpa boyutunun lovastatin
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tiretiminde etkili oldugu ancak OBCC 1031 izolatinin OCC 2002’ den farkli olarak
lovastatin iiretiminde ilave azot (yeast ekstrakt) kaynagina da ihtiyag duydugu
goriilmistiir. Partikiil boyutu 1-2 mm olan 5 g arpa ile yapilan kati faz
fermentasyonunda OBCC 2002 izolatinin 0.263 mg/g biyomasiyla 139.455 mg/g
lovastatin iiretimi saglanmistir. OBCC 1031 izolatinin, partikiil boyutu 0.5-1 mm olan 8
g arpa ve ilave 0.5 9% yeast ekstrakt besiyeri icerigi ile yapilan kat1 faz
fermentasyonunda 0.132 mg/g fungal biyomas ile en fazla 34.968 mg/g lovastatin
tirettigi belirlenmistir. Kati substratin ylizey alan biiyiikliigiinii, 1s1 ve oksijen dagilimini
saglayan partikiil boyutunun da lovastatin iiretiminde 6nemli bir parametre oldugu
goriilmiistiir. OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlarinin kat1 faz fermentasyonu ile
lovastatin tliretiminde mineral ¢ozeltinin (MgSO4-7H,0 0.5 g/l, ZnSO4-4H,0 3.4 mg/l,
NaCl 0.5 g/l, FeSO47H,0 5 mg/l, CoCl,-6H,0 2 mg/l ve MnSO4 1.6 mg/l) arttirict
etkisi olmamustir. Yapilan bir ¢alismada A.ferreus igin divalent metal katyonlarinin
(Fe+2,Ca+2, Zn+2, Mg+2, Cu™ ve Mn™ ) fungal biiylime ve lovastatin iiretimi {izerine
etkisi arastirllmistir. Fe™ ve Zn™ ¢ nun lovastatin biyosentezinde yer alan anahtar enzim
gorevi yapan Lov D ve Lov F’ nin iiretilmesinde onemli oldugunu, derin kiiltiir

N
fermentasyon ortaminda Zn™>’

nun 2-5 mM varliginda 49.2 mg/g lovastatin tretimi
rapor edilmistir (Jia et al., 2010). OBCC 2002 izolatinin lovastatin iiretiminde ilave
karbon (laktoz) ve azot (yeast ekstrakt, malt ekstrakt) kaynaginin 6nemli bir etkisi
goriilmemistir. Kati faz fermentasyon ortaminda OBCC 1031 izolatinin lovastatin
tiretiminde azot kaynagi olarak yeast ekstrakta ihtiya¢ duydugu belirlenmistir. Kat1 faz
fermentasyonu ile Penicillium brevicompactum WA 2315 ile kompaktin iiretiminde
bugday kepegine ile 0.678 mg/g, ilave edilen maltodekstrin ile 0.85 mg/g kompaktin
tiretildigi rapor edilmistir (Shaligram et al., 2009).

Kat1 fermentasyonu ile lovastatin {iretimi iizerine yapilan bazi ¢alismalarda
iretilen lovastatin miktarlar1 Cizelge 4.1 de verilmistir. Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi
strasiyla M. purpureus ile 193.7 mg/g (Subhagar et al., 2009), bu ¢aligmada OBCC 2002
ile 139.45 mg/g, A.terreus ile 138.4 mg/g (Jaivel and Marimuthu, 2010) lovastatin elde

edilmistir. Pleurotus ostreatus OBCC 1031 izolatinin kat1 faz fermentasyonu ile iiretilen

lovastatin miktar1 da ayni tiir ile yapilan diger caligmalardan 6ne ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.1. Kat1 faz fermentasyonu ile iiretilen lovastatin miktarlari

: Lovastatin
Izolat miktart (mg/g) Referans
Agaricus blazei 0.77 Chen et al., 2010
Aspergillus flavipes 16.65 Valera et al., 2005
20 Barrios-Gonzalez et al.,2008
7.5 Banos et al., 2009
Aspergillus terreus 0,982 ) )
Jaivel and Marimuthu, 2010
138.4
2.96 Pansuriya and Singhal, 2010
Cordyceps sinensis 1.365 Chen et al., 2010
. 0.037 Aryantha et al., 2007
Laetiporus sp.
0.18 Aryantha et al., 2010
Monascus kaoliang KB9 11 Chayawat et al., 2009
Monascus pilosus NBRC4520 0.225 Tsukahara et al., 2009
Monascus purpureus CCRC 31615 0,378 Su et al., 2003
193.7 Subhagar et al., 2009
Monascus purpureus MTCC 369
3.420 Panda et al., 2009
Penicillium brevicompactum WA 2315 0,95 Shaligram et al., 2009
Pleurotus ostreatus 0.606
Chen et al., 2010
Pleurotus ostreatus (Sapka) 0.216
Pleurotus ostreatus OBCC 1031 34,968 B | d
OBCC 2002 139,45 o Gt

Yapilan baz1 ¢alismalarda kati1 substratin miktar1 arttikca iiretilen lovastatin miktarinin
artmadig1 rapor edilmistir (Casas Lopez et al., 2004; Valera et al., 2005). Bu calismada
kat1 faz fermentasyonunda en yiiksek lovastatin miktar1 OBCC 1031 izolat1 i¢in 8 g,
OBCC 2002 izolat1 i¢in 5 g arpa kullanildiginda elde edilmistir. Bu farkliligin nedeni
farkli organizmalar1 farkli ihtiyaglarindan kaynaklandigi gibi lovastatin iiretiminin geri
beslemeli inhibisyonla kontrol edilmesi olabilecegi disiiniilmektedir. Ortamdaki
lovastatin miktar1 belirli bir seviye ulastiktan sonra lovastatin kendi iiretimini inhibe
ederek durdurabildiginden substrat miktar1 arttikga lovastatin miktarinda artig
gerceklesmeyebilir. Lovastatinlerin kendi iiretimini inhibe etme 06zelligi nedeniyle
biiylik 6l¢ekli liretimde biiyiik bir dezavantaja sahiptirler. Ancak bazi arastirmalarda

antibiyotik, vitamin destekli fermentasyonlarda lovastatin iiretiminin geri beslemeli
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inhibisyonu engellenerek lovastatin tiretimi artirllmistir (Bizukojc et al., 2007; Jia et al.,
2010). Ayrica kat1 faz fermentasyonu reaktdrlerinde, iiriin olusumu sonucu ortaya ¢ikan
metabolik 1sinin uzaklastirilmasi, mikroorganizmanin oksijen ihtiyacinin karsilanmasi
(havalandirma), homojen karigimi, bolgesel farklilik gosteren pH gibi parametrelerin
degerlendirilmesinde dezavantajlara sahiptir. Ancak gelistirilen yeni stratejilerle bu
dezavantajlar elimine edilmektedir (Lai et al., 2004; 2005).

Makrofungus izolatlar1 OBCC 2002 ve OBCC 1031 i¢in Plackett-Burman
deney tasarimi ile derin kiiltlir fermentasyonu i¢in lovastatin {iretimini etkileyebilecegi
diisiiniilen karbon ve azot kaynaklari, mineral istegi, karistirma hizi parametre olarak
degerlendirilmistir. Karbon kaynag1 olarak laktoz, glikoz, gliserol ve maltoz
kullanilmistir. OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlarinin lovastatin tiretiminde PB analiz
sonuglarina gore literatiirde yaygin olarak etkili oldugu diisiiniilen laktozun (Valera et
al., 2005; Lai et al., 2007) aksine glikozun daha etkili oldugu goriilmiistiir. Lovastatin
tiretiminde en az/azaltic1 etkili karbon kaynaklarinin OBCC 2002 izolat1 i¢in maltoz
OBCC 1031 izolat1 i¢in laktoz ve gliserol oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.7,
Cizelge 3.15). OBCC 2002 izolat1 i¢in azot kaynagi olarak peptonun lovastatin
tiretimini etkili iken OBCC 1031 izolat1 i¢in yeast ekstraktin etkili oldugu belirlenmistir.
Lovastatin iiretiminde C:N oranin 6nemli ve etkili oldugu bazi caligmalarda rapor
edilmistir (Lai et al., 2007). Bu calismada da her iki izolatin lovastatin iiretiminin
yiiksek oldugu besiyerlerinde C:N oranin korundugu goriilmiistiir.

Son zamanlarda lovastatin {retimi ile ilgili yapilan caligmalarda kati faz
fermentasyonun derin kiiltiir fermentasyonuna oranla 10 kat daha fazla iirlin elde
edildigi belirtilmistir (Bafnos et al., 2006). Buna iliskin bazi molekiiler ¢aligmalar da
yapilmistir. Katit faz fermentasyonunda kullanilan ortama adaptasyon genlerin
ekspresyonunun derin kiiltiir fermentasyon ortamininkinden 5 kat daha hizli oldugu
rapor edilmistir. Bununla birlikte lovastatin biyosentez yol izi genlerinin
ekspresyonunda hizli gergeklestigi belirlenmistir (Barrios-Gonzalez et al., 2005; 2008).
Bununla birlikte morfolojinin lovastatin {iretimi etkileyen Onemli faktorlerden biri
oldugu bilinmektedir. Makrofunguslar derin kiiltiir fermantasyonunda pellet, kat1 faz
fermantasyonunda ise dogadaki biiyiimelerine benzer bicimde miselyal olarak biiyiirler.
Lovastatin tiretiminin, oksijen konsantrasyonu ile fungal morfolojiye baglh degiskenlik

gosterdigi rapor edilmistir (Porcel et al., 2006). Bu ¢alismada da OBCC 1031 izolatinin
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200 rpm calkalamali derin kiiltiir fermentasyonunda daha yiiksek lovastatin {iretimi

gorilmistir.

Cizelge 4.2. Derin kiiltiir fermentasyonu ile iiretilen lovastatin miktarlari

; Lovastatin
Izolat miktart (mg/l) Referans
84 Shindia, 1997
256 Manzoni et al., 1998
110 Shindia, 2001
~40 Casas Lopez et al., 2003
230 Casas Lopez et al., 2004
. 60 Vilches Ferrén et al., 2005
Aspergillus terreus ATCC 20542 136 Porcel ot al., 2006
300 Manzoni and Rollini, 2006
873 Lai et al., 2007
0.65 Barrios-Gonzalez et al., 2008
49.2 )
9507 Jiaetal., 2010
Lentinus edodes 2.34 Lee et al., 2006
444 )
Monascus pilosus 73 Miyake et al., 2006
0.318 Sayyad et al., 2007
Monascus purpureus MTCC 369 737 Ahmad et al., 2010
97.5 Subhagar et al., 2009
Monascus ruber E; Chang et al., 2002
4.2 Endo et al., 1976
Penicillium citrinum 400 Konya et al., 1980
589.3 Ahmad et al., 2010
Pleurotus ostreatus 21.9
Lee et al., 2006
Pleurotus eryngii 1.74 coctal,
Pleurotus ostreatus 43 Alarcon et al., 2006
Pleurotus ostreatus ATHUM 4438 1.3 Papaspyridi et al., 2007
Pleurotus ostreatus OBCC 1031 114,81 Bu calismada
OBCC 2002 12,51 o eatls

Giliniimiizde lovastatin iretimini artirmak amaciyla bir takim stratejiler

gelistirilmistir. Bafios et al., (2009) lovastatin iiretimini artirmak icin kat1 faz

fermentasyonunda tutuklama yontemiyle 7 giinde

19.95 mg/g lovastatin {iretmeyi
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saglamistir. Ancak lovastatin iiretiminde tutuklama yonteminin 6zellikle fungusun ve
metabolitin 6zelliklerine gore performansimin degistigini bildirmistir (Barrios-Gonzalez
et al., 2008; Banos et al., 2009). Bunun yam sira lovastatin iiretme yetenegi olan
mikroorganizmalarin ¢esitli yollarla mutant edilerek olusturulan suslarin statin {iretme
yeteneklerinin de arttig1 rapor edilmistir (Jaivel and Marimuthu 2010). Bu ve benzer
yontemler ile bilinen ve/veya ticari fungus suslari ile lovastatin iiretimini arttirmaya
yonelik stratejiler konusuna yogun ilgi vardir. Ancak bilinmeyen ve yeni fungal
izolatlarin farmakolojik sektore kazandirilmasina yonelik ¢aligmalar da bir yandan ve
hizla artmaktadir. Bu yonelimin bir pargasi olarak bu calisma da yeni potent lovastatin
tireticisi fungal suslarin eldesi ve iiretim kosullarinin optimizasyonuna yoneliktir.

Sonug olarak bu ¢alismada, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii biinyesinde olusturulmus bulunan “Basidiomycetes Kiiltiir
Koleksiyonu”nda bulunan 136 makrofungus izolatinin lovastatin iiretme potansiyelleri
belirlenmistir. Istatiksel tasarimlar yardimiyla OBCC 2002 ve OBCC 1031 izolatlarinin
lovastatin tiretiminde etkili olan kiiltiir tipi belirlenmis ve fungal fermentasyonla
lovastatin iiretiminin optimizasyonu yapilmistir. Lovastatin iiretiminin organizmaya
bagli olarak farkli kiiltiir tiplerinde degistigi goriilmiistiir. Bu amagla farkh
organizmalardan farkli tasarimlarla olusturulan kiiltiir yontemleri ile daha fazla
lovastatin iiretimi saglanabilir. Ozellikle biiyiik 6lgekte lovastatin iiretimi, iiretilen
statinin etkinligi ve biyotransformasyonu c¢alismanin sonraki olas1 yonelimleri arasinda

olmaya deger dnemde goriilmektedir.
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